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Polynucleotide specifique de la cellule pancreatique bSta des Tlots de 

Langerhans 

La presente Invention est relative a un nouveau polynucleotide 
isole, nature! ou synthetique, exprime de maniere specifique par la cellule 
5 pancreatique beta des Tlots de Langerhans, ^ la proteine codee par ledit 
polynucleotide, impliquee dans la maturation et Texocytose de Tinsuline, ainsi 
qu'aux utilisations desdits polynucleotide et proteine. 

Le diabete est une des maladies les plus frequentes, atteignant 
5% de la population des pays industrialises et en constante augmentation dans 

10 tous les pays du monde (prevision : 300 millions en 2025, dont 2,4 millions en 
France). Parmi les diverses formes de diabete, le diabdte de type I ou 
Insulino-dependant affecte environ 500 000 a 1 million d'americalns et 150 000 
patients en France soit 0,2 a 0,4 % de la population. Les symptomes 
caract6ristiques comprennent un niveau eleve de sucre dans le sang et dans 

15 les urines, une diurese importante, une faim et une soif intenses ainsi qu'une 
perte de poids. 

Le diabete de type 11 non insuIlno-d6pendant (DNID), aussi 
decrit sous le nom de diabdte "gras" ou diabdte de la maturity, survient souvent 
autour de la cinquantaine. II est traite par un regime, des medicaments pris par 
20 vole orale, et Tinsuline, aprds quelques ann6es d^evolution. Aujourd'hui. 2 
millions de Frangais sont trait6s par des medicaments antidiabetiques et/ou de 
rinsuline. 

Bien que le diabete puisse etre controle par des Injections 
d'insuline et des apports contrdles en glucides, les complications associees d 
25 cette pathologie necessitent de nos jours de nouvelles approches, dans sa 
prevention, son traitement et son diagnostic. 

Le pancreas comprend deux structures distinctes aussi bien 
morphologlquement que physiologiquement : 

le pancreas exocrine qui produit les enzymes intervenant 
30 dans la digestion (amylase, lipase, etc.) et le bicarbonate de sodium ; 

le pancreas endocrine qui produit les hormones intervenant 
dans le controle du glucose sanguin (insuline. glucagon, somatostatine et 
polypeptide pancreatique). 

Les cellules du pancreas endocrine sont organisees en micro- 



organes disperses dans le pancreas sous forme d'Tlots (Tlots de Langerhans ou 
Tlots pancr6atlques). Chaque Tlot pancr§atique est compose de 4 types 
cellulaires : les cellules alpha, b§ta. delta, et les cellules PP. Les cellules alpha 
sont situ§es a la perlpherie de ITIot et secr§tent le glucagon. Les cellules b§ta 
sont retrouv6es au centre de ITIot et sont les seules cellules capables de 
secreter I'insuline en r6ponse au glucose. Les cellules delta sont a la p§riph§rie 
et secretent la somatostatlne. La fonction des cellules PP est plus controversee 
(synthase du polypeptide pancr6atique). 

L'absence de module cellulaire d'etude de la cellule b§ta. ainsi 
que l'absence de moyen fiable et efficace de tri cellulaire adapte a ce type de 
cellule, freine I'etude de son fonctionnement et done la mise au point de 
nouvelles methodes de traitement du diab§te de type I et II. 

Pamni les traitements du diab^te. outre I'administration 
r^gulidre d'insuline. une des voies du contrdle physiologique de la glycemie et> 
de la nomialisation de la glycemie chez les diab§tiques est le passage par lai 
restauration d'une secretion d'insuline in vivo a partir de cellules. Dans cette". 
optlque plusleurs solutions ont et§ propos^es : 

- I'obtention de cellules productrices d'insuline chez I'animal ; 
pour la realisation d'une xenotransplantation ; 

- la differenciation in vitro en cellules secretrlces d'insuline a 
partir de cellules souches isolees. dans un but de reimplantation [1], ceci afin 
de contourner les probldmes d'immunite et la necessite d'un traitement 
immunosuppresseurdu patient. Mais la production de quantites importantes de 
cellules a faible coOt, productrices d'insuline par differenciation de cellules 
souches, necessite de nouveaux outils biomoteculaires. notamment utiles pour 
le phenotypage et la purification des cellules differenciees ; 

- la transplantation d'liots pancreatiques ; de nombreux 
travaux ont eu r^cemment pour objet la preparation d'Tlots ou de cellules beta 
pancreatiques d des fins therapeutiques. La premiere etape de la 
transplantation est le preievement du pancreas sur un donneuren etat de mort 
cerebrate. L'isolement des Tlots commence par une digestion enzymatique du 
pancreas au moyen d'une solution de collagenase. Toutes les transplantations 
ne requierent pas une purification des Tlots digeres. Toutefois. la plupart des 
chercheurs s'accordent aujourd'hui pour dire que la purification des Tlots est 
necessaire pour une allotransplantation [2]. Les Tlots sont ensuite transplantes, 
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a raison d'une masse suffisante (minimum 3000 lEQ/kg) par injection 
intraportale (lEQ : Islet Equivalent, Equivalent Hot). 

Toutefois, risoiement d'Tlots ou de cellules b§ta pancr6atiques 
necessite des moyens de selection et d'identification des cellules b§ta, 
5 specifiques etfiables, 

Des travaux anterieurs ont tente de mettre au point des 
methodes de marquage des cellules beta. On peut citer : 

le marquage par la GFP (Green Fluorescent Protein) qui 
permet un marquage fluorescent de la cellule. L'inconvenient majeur de cette 
10 technique est la necessite d'introduire un gene exogene ou transgene dans la 
cellule, qui plus est par Tutilisation d'un vecteur viral (adenovirus) [1] ; 

!a technique basee sur Tautofluorescence importante de la 
cellule beta [2]. Mais cette technique manque de specificite vis-a-vis du type 
cellulaire ; 

15 - Ilncubation des cellules avec un fluorochrome specifique 

du zinc : le Newport Green [3] ou la dithizone [4]. Cette technique est bas6e sur 
la teneur importante en zinc de la cellule beta. Le zinc est un constituant 
important des granules de secretion de Tinsuline, et en outre, joue un role dans 
le controle de cette secretion [5]. Mais ces techniques presentent de nombreux 

20 inconvenients : utilisation d'un produit chimique, risque de toxicite vis-a-vis de 
la cellule beta, manque de specificite vis-a-vis du type cellulaire. De plus, la 
dithizone pose un probleme de photodegradation raplde [6] ; 

la mise en evidence de maniere indirecte par 
reconnaissance par un clone de cellules T (WO 91/17186) d*un antigene 

25 exprime par les cellules beta. Les travaux initiaux sur cet antigene 
n*apportaient pas de resultats en terme de caracterisation de la sequence 
peptidique, ainsi qu'en terme de selectivite de la cellule beta par rapport aux 
autres types cellulaires de Tilot, mais egalement du pancreas ou de 
Torganisme. Des travaux plus recents des memes auteurs montrent une 

30 distribution beaucoup plus large de cet antigene. qui de fait n'est pas specifique 
de la cellule bSta [7]. 

En consequence, il existe un manque de marqueur specifique 
et fiable de la cellule beta des Tlots pancreatiques de Langerhans. 

C'est un des buts de la pr6sente Invention que de fournir un tel 
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marqueur. 
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LTIot de Langerhans accumule de tres grandes quantites de 
zinc et n6cessite done un transporteur tr^s efficace et tres specialise pour 
accumuler ce zinc dans les vesicules de secretion [8]. L'insuline. produite et 
stock^e dans la cellule pancr6atlque beta, est liberie dans le milieu 
extracellulaire par exocytose en rSponse a des stimuli extemes. comme une 
elevation de la concentration en glucose. Cette §l6vation du glucose provoque 
une modification du rapport ATP/ADP. la fermeture des canaux potassiques et 
rouverture des canaux calciques qui provoque Texocytose [9]. 

II est connu qu'en presence de zinc, l'insuline peut former des 
tetram§res et des hexam^res qui fixent le zinc dans un rapport insullne : zinc 
de 4 :1 et 6 :2 respectivement. L'insuline est stock§e dans les granules de 
secretion sous la forme d'un solide compost d'hexamdres lies a 2 atomes de 
zinc par hexamdre. Les vesicules contiennent du zinc en un excds de 1 a 1 5 
15 fois la quantite necessaire pour former les hexam6res Insullne-zinc. Au cours 
de I'exocytose de l'insuline. les v6sicules riches en insuline fusionnent avec la 
membrane plasmique de la cellule b§ta et libSrent l'insuline mals 6galement le ' 
zinc, dans la circulation. Le zinc libere agit dans une boucle de retrocontrdle:^' 
negatif sur les canaux" potassiques. provoquant son activation et l'arr§t de ' 
20 I'exocytose. 

Dans les cellules de mammlferes, 7 prot§lnes homologues ' 
d'export du zinc, nomm^es ZnT-l. -2. -3. -4. -5. -6 et -7 ont ete donees et 
caract6nsees. L'analyse de la structure primaire de ces prot§ines a pemils de 
definir un motif structural commun compost de 6 domalnes transmembranaires 
et d'une boucle intraceilulaire riche en histidine. ZnT-1 est un transporteur 
ubiquitaire localise dans la membrane plasmique qui assure Tefflux de zinc 
hors de la cellule [11]. ZnT-2 pemiet a la cellule de tol^rer un exces de zinc 
dans le milieu de culture, conferant ainsi une resistance au zinc par une 
localisation de celui-ci dans des vesicules intracytoplasmiques acides. assurant 
ainsi une accumulation du zinc dans la cellule bien superieure ^ la normale 
[12]. 2nT-3 et ZnT-4 clones chez I'homme. ont des fonctions similaires a ZnT-2 
ZnT-3 est spdcifique de certains tissus et fortement exprlmee dans le cerveau 
dans les membranes des vesicules synaptiques riches en zinc, dans les fibres 
moussues de I'hippocampe et dans les testicules. ZnT-4 est exprlmee de 
maniere ubiquitaire. mals des niveaux plus §leves sont retrouves dans le 
cerveau et les cellules eplth§llales. Ce transporteur est essentiel dans 
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I'epithelium mammaire oij ii participe au controle du contenu en zinc du lait 
maternel. ZnT-5 et ZnT-6 sont aussi des transporteurs ubiquitaires localises 
dans Tappareil de Golgi. ZnT-7 est un transporteur ubiquitaire, localise 
sp6cifiquement dans le reticulum endoplasmique des cellules. 

5 Des travaux precedents mentionnent une tentative de 

recherche de genes impliques dans le metabolisme du zinc dans la cellule beta 
pancreatique. Ces travaux n'ont pas debouche sur la decouverte d*une proteine 
ou.d*un transporteur specifique [10]. 

Les Inventeurs ont isole un polynucleotide de 1110 nucleotides 
10 (SEQ ID N^'l) correspondant a TADNc d'un ARNm exprime de maniere 
specifique dans TTIot de Langerhans, et plus particulierement dans la cellule 
secretrice d*insuline ou cellule b§ta. 

Le polynucleotide de IMnvention, code pour une proteine. 
nommee ZnT-8. (SEQ ID N''2), de 369 acides amines, de masse moleculaire 

15 estimee a 40,8 KDa et de structure primaire homologue aux proteines de la 
famille ZnT. Uetude du potentiel transmembranaire de la proteine ZnT-8 
complete montre qu'elle possede 6 domaines transmembranaires predits 
(acides amines 74-95, 107-126. 141--163, 177-196. 216-240, 246-267). les 
extremit^s N- et C-terminales etant situees dans le cytoplasme. Cette 6tude 

20 montre 6galement que la structure secondaire de cette proteine pr§sente 3 
boucles d'acides amines extracellulaires (acides amines 96-106, 164-176, 241- 
245). 

Le polynucleotide de Tlnvention ou la proteine pour laquelle il 
code, constituent pour la premiere fois un marqueur specifique et fiable de la 

25 cellule beta des Tlots pancr^atiques de Langerhans. Un tel outil permet 
d*envisager un tri et un reperage selectif des cellules beta, sans modification 
chimique ou biologique desdites cellules. Par ailleurs, ledit polynucleotide de 
rinvention ou la proteine pour laquelle il code peuvent etre avantageusement 
utilises dans le traitement du diab6te et dans son suivi. Un tel polynucleotide 

30 peut 6galement avantageusement §tre mis en ceuvre dans le diagnostic 
precoce du diabete dans les families a risque, notamment en ce qu'll permet de 
detecter des mutations observables dans le gene ZnT-8 et aussi de diminuer 
voir de supprimer les examens habituellement mis en CBuvre. 

Ainsi, la pr^sente Invention a pour objet un polynucleotide 
35 isole, comprenant ou repondant a une sequence selectionnee dans le groupe 



constitue par les sequences sulvantes : 

a) La sequence SEQ ID N'l ; 

b) Un fragment de la sequence SED ID N'1 d'au moins 15 
nucleotides consecutifs. a I'exceptlon des EST presentant les num^ros 

5 d'accession dans la base de donn^es GenBank BM565129, BM310003 
BM875526. BG655918. BQ417284. BQ267316. BU072134. BQ267526' 
BQ270198. BU581447. BU070173 et BQ631692 ; 

c) Un acide nucleique presentant un pourcentage d'Identlte 
d'au moins 80% apres aiignement optimal avec Tune des sequences d6finies 

10 en a) ou en b) ; 

d) Un acide nucteique s'hybridant de maniere specifique avec 
Tune des sequences definles en a) ou en b) ; 

e) Un acide nucleique complementaire. sens ou antlsens de : 
Tune des sequences d6finies en a), b), c) ou d). } 

Le polynucteotide selon I'lnvention peut etre isole a partir de \ 
cellules de Langerhans ou a partir de banques d'ADN cellulaire, ' 
particuliferement de banques d'ADN de cellules pancreatiques tres'- 
partlculierement d parOr d'une banque d'ADN de cellules pancreatiques ' 
humalnes. De preference, les cellules utllis6es sont des cellules des Tlots de • 
20 Langerhans. 

Le polynucleotide de I'lnvention peut egalement §tre obtenu 
par une reaction de polymerisation en chatne (PGR) effectuee sur I'ADN total 
des cellules de Langerhans. par RT-PCR effectuee sur les ARN totaux des 
cellules b§ta d'Tlots pancr§atlques de Langerhans ou par synthese chimique. 

Au sens de la presente Invention les definitions suivantes 

s'appliquent. 

Par polynucleotide, on entend un enchaTnement precis de 
nucleotides, modifies ou non. comportant ou non des nucleotides non naturels. 
Ainsi. ce terme recouvre toute sequence qui code pour une proteine ZnT-8 ou 
un fragment de ladite proteine (ADN genomique, ARN. ADNc) mais aussi les 
oligonucleotides, sens ou antlsens. ainsi que les petits ARN interferents (small 
Interfering RNA, siRNA) correspondants. 

Par "acides nucleiques ou proteines presentant un 



25 



30 



1er depot 



pourcentage d'identite apres alignement optimal avec une sequence de 
reference", on entend designer les acides nucleiques ou les proteines 
presentant, par rapport a ta sequence de reference, certaines modifications 
comme en particulier une deletion, une troncation, un ailongement, une fusion 
5 chim§rique, et/ou une substitution, notamment ponctuelle, et dont la sequence 
en nucleotides pr^sente au moins 80 % d*identit6 et la sequence en acides 
amines presente au moins 65% d'identit§ apres alignement optimal avec la 
sequence en nucleotides ou en acides amines de reference. 

Par "pourcentage d'identit6" entre deux sequences (acides 
10 nucleiques ou proteines), on entend designer un pourcentage de nucleotides 
ou de r^sidus d*acides amines identiques entre les deux sequences a 
comparer, obtenu apres le meilleur alignement, ce pourcentage 6tant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences dtant r^parties au 
hasard et sur toute leur longueur. 

IS Par "meilleur alignement" ou "alignement optimal", on entend 

designer Talignement pour lequel le pourcentage d'identite determine comme 
d6crit ci-apr6s est le plus eleve. Les comparaisons entre deux sequences de 
nucleotides ou d'acides amines sont traditionnellement r6alis6es : en 
comparant ces sequences apres les avoir align6es de maniere optimale, lad'rte 

20 comparalson §tant r6alisee par segment ou par "fenetre de comparaison" pour 
identifier et comparer les regions locales de similarity de sequence. 
Ualignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre realise, 
notamment a I'aide de Tun des algorithmes suivants : Talgorithme d'homologie 
locale de Smith et Waterman (1981), Talgorithme d*homologie locale de 

25 Neddleman et Wunsch (1970), la methods de recherche de similarite de 
Pearson et Lipman (1988), les logiciels informatiques utilisant ces algorithmes 
(GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, BLASTX, TBLASTX, FASTA etTFASTA 
dans le Wisconsin Genetics Software Package. (Genetics Computer Group, 
575 Science Dr., Madison, Wl) ou sur les serveurs internet, en particulier ceux 

30 du National Center for Biotechnology Information (http 
://w>ww.ncbi.nlm.nih.gov), de TEMBL (http ://w\Arw.embl.org) et du projet 
EnsembI (http ://www. ensembl.org)). 

Afin d'obtenir I'alignement optimal, on utilise de preference le 
programme BLAST, avec la matrice BLOSUM 62. On peut egalement utiliser 
35 les matrices PAM ou PAM250, ainsi qu'une matrice d'identite pour les 
sequences de nucleotides. 
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Pour obtenir une "hybridation sp6cifique" on utilise de 
preference des conditions d'hybridation de forte stringence. c'est-a-dire des 
conditions de temperature et de force ionique cholsies de telle mani§re qu'elles 
permettent le maintien de rhybridation sp§cifique et selective entre 
polynucleotides complementaires. 

A titre d'illustration. des conditions de forte stringence de 
retape d'hybridation aux fins de definir les polynucleotides decrits ci-dessus 
sont avantageusennent les suivantes : I'hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est 
realis6e en deux §tapes : (1) prehybridation d 42X pendant 3 heures en 
tampon phosphate (20 mM pH y.S) contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond a 
une solution 0,15 M NaCI + 0. 015 M citrate de sodium). 50 % de formamide 7 
% de sodium dodecyl sulfate (SDS). 10 x Denhardt's. 5 % de dextran sulfate et 
1 % d'ADN de spemne de saumon ; (2) hybridation proprement dite pendant 20 • 
heures a une temperature dependant de la taille de la sonde (i.e. : 42X. pour. - 
une sonde de taille sup§rieure a 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 : 
minutes ^ 20X en 2 x SSC + 2 % SDS. 1 lavage de 20 minutes a 20»C en 0.1 
. x SSC + 0.1 % SDS. Le dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0 1 % SDS^ 
pendant 30 minutes a 60X pour une sonde de taille superleure a 100 ^ 
nucleotides. Les conditions d'hybridation de forte stringence decrites ci-dessus ^ 
pour une sonde de taille definie peuvent etre adaptees par I'Homme du Metier ' 
pour des sondes de taille plus grande ou plus petite. f 

Par "techniques ou methodes appropriees" on entend Id se 
referer aux techniques ou methodes bien connues et classlquement utilisees 
par I'Homme du Metier et exposees dans de nombreux ouvrages. comme en 
particulier celui intitule Molecular Cloning. A Laboratory Manual (Sambrook J 
Russell DW. (2000) Cold Spring Harbor Laboratory Press) [13]. 

L'acide nucleique selon Tlnvention definie en c) presente un 
pourcentage d'identit6 d'au moins 80 % apres alignement optimal avec une 
sequence telle que definie en a) ou b). de preference 90 %. de fagon plus 
preferee 95 %. de fagon encore plus preferee ,98 %. Sont Indus dans les 
acides nucl§iques selon I'lnvention definie en c) les polynudeotides variants de 
la sequence SEQ ID N°1. c'est-a-dire I'ensemble des polynucleotides 
correspondants a des variants alleliques. c'est-^-dire § des variations 
individuelles de la sequence SEQ ID N«1. Ces sequences variantes naturelles 
con-espondent a des polymorphismes presents chez les mammiferes en 
particulier chez l'§tre humain et. notamment d des polymorphismes pouvant 
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conduire a la survenue d'une pathologie, comme par exemple la mort cellulaire 
des Tlots de Langerhans et un diabete. 

On entend egalement designer par polynucleotide variant, tout 
ARN ou ADNc resultant d'une mutation et/ou d'une variation d*un site 
5 d'6pjssage de la sequence g6nomique dont TARNm a comme ADN 
complementaire le polynucleotide de sequence SEQ ID N**1. 

De preference, la presente Invention concerne les 
polynucleotides variants de la sequence SEQ ID N*"!, particulidrement ceux 
dans lesquelles les mutations conduisent d une modification de ia sequence en 
10 acides amines de la prot6ine codee par la sequence SEQ ID N^'L 

Linvention a egalement pour objet des fragments d'au moins 
15 nucleotides, de preference 20 nucleotides, encore plus preferentiellement 
25 a 30 nucleotides des polypeptides tels que definis ci-dessus, a ('exception 
des EST presentant les num6ros d'accession BM565129, BM310003, 
15 BM875526. BG655918, BQ417284, BQ267316, BU072134, BQ2e7526. 
BQ270198. BU581447. BU070173 et BQ631692 ; De tels fragments peuvent 
notamment §tre utilises comme sondes ou comme amorces pour 
detecter/amplifier des polynucleotides (ARN ou ADN genomique) 
correspondants au polynucleotide selon I'lnvention dans d'autres organismes. 

20 Pref§rentiellement les paires d'amorces utilisables selon 

rinvention sont cedes correspondants aux paires definies par les sequences 
SEQ ID N"3 et SEQ ID N"4 et par les sequences SEQ ID N^5 et SEQ ID N°6. 

Ulnvention a aussi pour objet les polynucleotides susceptibles 
d'etre obtenus par amplification a Taide des amorces selon rinvention. 

25 Les sondes et amorces selon I'lnvention peuvent etre 

marquees directement ou indirectement par un compose radioactif ou non 
radioactif par des methodes bien connues de I'Homme du Metier, afin d^obtenir 
un signal delectable et/ou quantifiable. 

Le marquage des amorces ou des sondes selon rinvention est 
30 realise par des elements radioactifs ou par des molecules non radioactives. 
Parmi les isotopes radioactifs utilises, on peut citer le ^^P, le ^^P. le ^^S, le 
ou r^^^l. Les entites non radioactives sont selectionnees parmi les ligands tels 
que la biotine, I'avidine, la streptavidine, la digoxygenine, les haptenes, les 
colorants, les agents luminescents tels que les agents radioluminescents. 



10 



15 



10 

ch6moluminescents. bioluminescents. fluorescents, phosphorescents. 

Les polynucleotides selon I'lnventlon peuvent ainsi etre utilises 
connme amorce et/ou sonde dans des procedes mettant en ceuvre notamment 
la technique de PGR (amplification en chame par polymerase) (U.S. N" 
4.683,202). D'autres techniques d'amplificatlon de I'acide nucleique cible 
peuvent etre avantageusement employees comme altemative a la PGR. II 
existe actuellement de trfes nombreux proc6d6s pennettant cette amplification 
comme par exemple la technique SDA (Strand Displacement Amplification) ou 
technique d'amplificatlon a deplacement de brin. la technique TAS 
(Transcription-based Amplification System), la technique 3SR (Self-Sustained 
Sequence Replication), la technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based 
Amplification), la technique TMA (Transcription Mediated Amplification), la 
technique LCR (Ligase Chain Reaction), la technique de RGR (Repair Chain 
Reaction), la technique CPR (Cycling Probe Reaction), ia technique ^ 
d'amplificatlon ^ la Q-beta-replicase. On peut encore citer la PCR-SSGP qui^ 
permet de detecter des mutations ponctuelles. : 

Ces techniques sont blen entendu parfaitement connues de i 
I'Homme du Metier. > 

Comme sondes ou comme amorces, les diff^rents" 
polynucleotides de I'lnventlon permettent. sort de determiner le profil de • 
transcription du gene con-espondant ou une 6ventuelle alteration de ce profil." 
dans un echantillon biologique. soit de mettre en evidence le g6ne 
correspondant, des variants all§liques de ce gene ou une §ventuelle alteration 
fonctionnelle de ce gene (changement substantlel dans I'actlvrte de la proteine 
codee par ledit g§ne) resultant d'une mutation (Insertion, deletion ou 
substitution) d'un ou plusieurs nucleotides au niveau d'au moins un axon dudit 
gene. De telles mutations incluent en particulier les deletions. les insertions ou 
les substitutions non-conservatives au niveau de codons correspondant ^ des 
residus d'acides amines situes dans un domaine essentiel pour I'activite 
) blologique de la proteine. 

Ainsi rinvention a pour objet une methode de detennination du 
profil de transcription du gene correspondant au polynucleotide de I'lnventlon 
ou d'une alteration dudit profil, dans un echantillon biologique. comprenant une 
premiere etape d'obtention des ARN totaux a partir de I'echantillon biologique. 
une deuxieme etape de mise en contact desdits ARN avec une.sonde marquee 
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constituee d'un polynucleotide selon I'Inventlon dans des conditions 
appropriees d'hybridation entre les ARN et la sonde et une troisleme etape de 
revelation par tout moyen appropri6 des hybrides formes. 

Selon un mode de mise en oeuvre de ladite m^thode, la 
5 deuxieme etape peut Stre une etape de retrotranscription et/ou d'amplification 
des transcrits realis6e a Talde d'une paire d'amorces telle que decrite 
precedemment et la troisleme 6tape. une etape de r6velation par tout moyen 
approprie des acides nucleiques amplifies formes. 

Ladite methode de determination du profil de transcription du 
10 gene peut en outre comporter une etape d'evaluation du taux de transcription 
du g§ne par comparaison avec un 6chantillon t6moin pr§alablement choisi et 
eventuellement T^tude de sa correlation avec un phenotype detectable comme 
par exemple le taux de proinsul'me convertie en insuline mature, le contenu des 
cellules en Insuline, le taux d'insuline secretee en reponse a une stimulation 
15 par le glucose, la concentration intracellulaire ou intravesicuiaire en zinc ou 
encore la quantity de proteine (produrt du gene) exprimee ^ la surface de la 
cellule). Ledit echantillon temoin peut etre constitue par exemple par un 
6chantillon biologique presentant une transcription normale ou alteree du gene 
correspondant au polynucleotide de I'lnvention auquel ladite methode de 
20 determination du profll de transcription du gene est appliquee dans les memes 
conditions, 

L'Invention a aussi pour objet une methode de mise en 
evidence du gene correspondant au polynucleotide de Tlnvention ou des 
variants alleliques dudit gene ou d*une alteration fonctionnelle de ce gene, 

25 dans un echantillon biologique, comprenant une premiere etape d'obtention par 
tout moyen approprie de TADN a partir de Techantillon biologique, une 
deuxieme etape de mise en contact desdits ADN avec une sonde marquee 
constituee d'un polynucleotide selon Plnvention dans des conditions 
appropriees d'hybridation specifique entre les ADN et la sonde et une troisifeme 

30 etape de revelation par tout moyen approprie des hybrides formes. 

Selon un mode de mise en oeuvre de ladite m6thode la 
deuxieme etape peut etre une etape d'amplification realisee a Taide d'une paire 
d'amorces telle que decrite precedemment et la troisleme etape. une etape de 
revelation par tout moyen approprie des acides nucleiques amplifies formes. La 



m6thode peut §ventueHement comporter une quatri^me etape d'isolement et 
de s6quen$age des acides nucl6iques mis en evidence. 

Cette derniere methode peut egalement permettre d'isoler un 
allele du gene correspondant au polynucleotide de I'lnvention, associe ^ un 
phenotype detectable, comme par exemple une variation de la glyc^mie post- 
prandiale. la presence ou non d'une secretion d'insuline. le taux de glucose 
circulant ou d'insuline secr6t§e en r^ponse ^ une stimulation par du glucose, et 
d'une maniere generate ^ une pathologle de type diabete de type I ou II ou 
encore S une anomalie du m6tabollsme du zinc. Le zinc excrete au cours de la 
liberation de I'insuline agit sur les canaux potassiques. responsables par 
I'interm6diaire de canaux calciques de cette exocytose. II y a done une boucle 
de r6trocontr6le [14]. Le polypeptide de I'invention est impllque dans 
I'accumulation du zinc dans les v§sicules contenant I'insuline, et se retrouve 
Egalement au cours de i'exocytose sur la membrane plasmique. Des mutants 
de la proteines pourraient done modifier soit la quantite de zinc pr§sent dans 
les vesicules, soit la concentration pericellulaire en zinc, et done modifier I'etat 
d'ouverture du canal potassique, aboutissant sulvant I'effet de la mutation 
une diminution ou une augmentation de I'excretion d'insuline (diabete I ou^^ 
hyperinsulinisme). Dans cette methode particuliere, rechantillon biologique'^ 
sera un echantillon provenant d'un individu exprimant ledit phenotype ., 
detectable. 

Ces methodes, particulidrement celles basees sur la recherche 
de mutations dans le gene, peuvent permettre la mise en evidence de facon 
preventive d'une predisposition au diabete. ou le diagnostic du diabete ou de 
toute maladie liee au diabete, ou I'adaptation en terme de molecule ou de 
posologie du ou des traitements antidiabetiques. 

L'Invention a egalement pour objet une trousse de r^actife pour 
la mise en oeuvre des methodes precedemment d6crites comprenant : 

a) au moins une sonde ou une paire d'amorces selon 

I'lnvention ; 

b) les r§actifs n^cessaires a la mise en oeuvre d'une reaction 
d'hybridation entre ladite sonde et/ou lesdites amorces et I'acide nucteique de 
rechantillon biologique S tester ; 

c) les r§actifs n6cessaires a la mise en oeuvre d'une reaction 

d'amplificatlon ; 
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d) les reactifs ndcessaires a la detection et/ou au dosage de 
rhybride forme entre ladite sonde et I'acide nucleique de I'echantillon 
biologique ou des acides nucleiques amplifies formes. 

Une telle trousse peut egalement contenlr des controles 
5 positffs ou negatifs afin d'assurer la qualite des resultats obtenus. Elles peuvent 
6galement contenir les reactifs necessaires a la preparation des acides 
nucleiques a partir de Techantillon biologique. 

Ulnvention concerne egalement la proteine codee par le 
polynucleotide selon Tlnvention, 

10 Ulnvention concerne aussi rutilisation d'un polynucleotide tel 

que defini ci-dessus, pour la synthese d'une proteine ZnT-8 telle que definie cl- 
dessus. 

L'Invention a egalement pour objet les polynucleotides 
susceptibles d'etre obtenus par amplification a I'aide des amorces telle que 
15 definies ci-dessus. 

Un autre objet de Tlnvention est une puce ^ ADN comprenant 
au moins un polynucleotide selon 1' Invention. 

Encore un autre objet de Tinvention est Putilisation d'un 
polynucleotide tel que d6fini ci-dessus pour la preparation d'une puce a ADN, 
20 L'Homme du Metier sait en fonction du support selectionne. choisir la technique 
de realisation appropri^e pour realiser une telle puce, comme par exemple par 
depot d'oligonucleotides sur support de verre ou de nylon, soit par greffage 
chimique ou electrochimique d*oHgonucleotides. 

LMnvention a encore pour objet les oligonucleotides sens 
25 correspondents aux polynucleotides de rinvention qui, par interaction avec des 
proteines Impliqufees dans la regulation de {'expression dudit polynucleotide de 
rinvention. induiront soit une inhibition, soit une activation de cette expression, 

Ulnvention a aussi pour objet les petits ARN interferents (small 
interfering RNA, siRNA) correspondants aux polynucleotides de (Invention, 
30 d'une taille inferieure ^ 30 nucleotides, de preference d'une taille comprise 
entre 20 et 23 nucleotides, qui par interaction avec les ARNm correspondants 
au polynucleotide de rinvention, conduiront d leur degradation. Ces siRNA 
peuvent etre obtenus par toute methode connue de THomme du Metier, par 
exemple par synthese chimique ou encore par expression a partir d'un vecteur. 
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Le polynucleotide de I'lnventlon peut etre utilise in vitro, comme 

moyen d'etude : 

a) de la surexpression du transporteur (ZnT-8) dans des 
lignees de cellules modules (insulinome de rat INS-1 par exemple) at de 
rimpact sur la secretion de rinsullne en r6ponse a une stimulation par le 
glucose ; 

b) de la sensibilite des cellules a la nnort cellulaire (apoptose) 
Induite par des conditions de stress oxydant ou de concentration faible ou forte 
en zinc : 

c) des etapes de differenciation de cellules souches en cellules 
s§cretrlces d'insuline en reponse a differentes stimulations exog^ne (facteurs 
de croissance, extraits pancreatlques): 

L'Inventlon a 6galement pour objet une prot6lne Isolde 
caract6ris§e en ce qu'elle comprend ou repond a une prot§ine choisie parmi : ' 

a) la prot§ine de sequence SEQ ID ^2 ; 

b) une prot6ine comportant au moins 60 % d'identite aprds '^' 
alignement optimal avec ladtte proteine ou au moins 65 % de similarity de '» 
preference 80% d'identite ou au moins 90% de similarite. ou de maniere i 
encore plus prefer6e 90% d'identite ou au moins 95% de similarite avec la^ 

20 prot§ine de sequence SEQ ID N*'2 ; 

c) un fragment d'au moins 15 acides amines consecutifs d'un 
proteine defini en a) ou b). 

Par "proteine" on entend. au sens de la presente Invention 
designer un enchaTnement precis d'acides amines, modifies ou non,' 
25 comportant ou non des acides amines non naturels. 

La proteine selon I'lnvention est obtenue soit a partir d'une 
cellule beta, soit par synthese chimique. soit par recombinaison genetlque. 

La proteine selon la presente Invention lorsqu'elle est obtenue 
par synthese chimique. peut etre obtenue par I'une des nombreuses voles de 
30 syntheses peptidiques connues. par exemple les techniques mettant en oeuvre 
des phases solides ou des. techniques utillsant des phases solides partielles. 
par condensation de fragments ou par une synthese en solution classique." 
Dans ce cas la sequence de la proteine peut etre modifl6e afin d'ameilorer sa 
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solubilite, en particulier dans les solvants aqueux. De telles modifications sont 
connues de THonDme du M6tier comme par exemple la deletion de domaines 
hydrophobes ou ia substitution d'acides amines hydrophobes par des acides 
amines hydrophiles. 

5 La similarite d'une proteine par rapport ^ une proteine de 

reference s*apprecie en fonction du pourcentage de r6sidus d'acides amines 
qui sont identiques ou qui different par des substitutions conservatives, lorsque 
les deux sequences sont alignees de maniere a obtenir le maximum de 
correspondance entre elles. Au sens de la presente Invention, on entend par 

10 substitution conservative, ia substitution d'un acide amin6 par un autre qui 
presente des proprietes chimiques similaires (taille, charge ou polarit6), qui 
generalement ne modifie pas les proprietes fonctionnelles de ia proteine. 

Une proteine ayant une sequence en acides amin§s ayant au 
moins X % de similarite avec une sequence de reference est definie. dans la 

15 presente Invention comme une prot§ine dont la s6quence peut inclure jusqu'a 
100-X alterations non-conservatives pour 100 acides amines de ia sequence de 
reference. Au sens de la presente Invention, le terme alterations non- 
conservatives inclut les deletions, les substitutions non-conservatives ou les 
insertions consecutives ou dispersees d'acides amines dans la sequence de 

20 reference. 

Sont incluses dans les proteines selon rinvention definie en b) 
les proteines variantes de la sequence SEQ ID N^2. c'est-S-dlre les proteines 
variantes codees par les polynucleotides variants tels que precedemment 
d6finis, en particulier les proteines dont la sequence en acides amines 
25 presente au moins une mutation correspondent notamment a une troncation, 
une deletion, une substitution et/ou une addition d*au moins un residu d'acide 
amine par rapport a la sequence SEQ ID N''2. 

De maniere pr6f6ree, les proteines variantes pr§sentent une 
mutation liee a un diab6te ou a un hyperinsulinisme. 

30 De preference, une proteine selon rinvention est une proteine 

r6pondanf a la sequence SEQ ID N°2 (correspondant a la proteine codee par le 
gene Znf-S) ou une sequence poss§dant au moins 80% d'identite avec SEQ 
ID N''2 apres alignement optimal. 

Le fragment de la proteine selon rinvention d6finie en c) 
35 repond de preference aux sequences SEQ ID N^7 a SEQ ID N^10. 
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Un autre objet de I'Invention est une puce a proteine 
comprenant une proteine selon I'Invention. 

Encore un autre objet de I'Invention est I'utilisation d'une 
proteine selon I'Invention pour la preparation d'une puce a proteine. Comme 
pour les puces a ADN, I'Homme du Metier salt en fonction du support choisi. 
choisir la technique de realisation appropriee pour r6aliser une telle puce. 

La proteine ou la puce a proteine de I'Invention peuvent §tre 
utilisees pour detecter la presence d'anticorps diriges centre les prot§ines 
selon I'Invention dans le serum d'un individu. 

L'Invention concerne aussi I'utilisation de la proteine selon 
I'Invention pour des mesures par des methodes Immunochimlques et 
immunoenzymatiques. ainsi que la recherche d'auto-anticorps diriges contre la 
proteine selon {'Invention. 

L'Invention a egalement pour objet un vecteur de clonage et/oli 
d'expression dans lequel est insert le polynucleotide de I'Invention. 

Un tel vecteur peut contenir les Elements n6cessaires in 
I'expression et §ventuellement ^ la s6cr6tion de la proteine dans une cellule^ 
h6te. 

Lesdits vecteurs comportent de preference : un promoteur des 
signaux d'initiation et de temiinaison de la traduction, ainsi que des regions ' 
appropri6es de regulation de la transcription, lis doivent pouvoir etre maintenus 
de fagon stable dans la cellule et peuvent eventuellement comprendre des 
sequences codant pour des signaux particuliers spdcifiant la secretion de la 
proteine traduite tels que par exemple un promoteur fort de nature ubiquitaire 
25 ou un promoteur selectif d'un type de cellule et/ou de tissu partlculier. comme 
par exemple le pancreas. Ces differentes sequences de contrdle sont cholsles 
en fonction de I'hote cellulaire utilise. 

Le polynucleotide selon I'Invention peut §tre insere dans des 
vecteurs a replication autonome au sein de I'hdte choisi ou des vecteurs 
30 integratifs de I'hdte choisi. 

Parmi les syst^mes a replication autonome. on utilise de 
preference en fonction de la cellule hote. des systdmes de type plasmidique ou 
viral. Les vecteurs viraux peuvent notamment §tre des adenovirus, des 
retrovirus, des lentivirus. des poxvirus ou des virus herpetiques. L'Homme du 



20 



1 er depot 



17 

Metier connaTt les technologies utilisables pour chacun de ces systdmes. 

Lorsque Pon souhaite Tintegration de la sequence dans les 
chromosomes de la cellule hote, on peut utiliser par exemple des systemes de 
type plasmidique ou viral ; de tels virus sont, par exemple, les retrovirus, ou les 
5 virus associes aux adenovirus (Adeno-associated virus ou AAV). 

Parmi les vecteurs non viraux. on prefere les polynucleotides 
nus tels que I'ADN ou TARN nu, les chromosomes artificiels de bacterie (BAG, 
bacterial artificiel chromosome), les chromosomes artificiels de levure (YAC. 
yeast artificiel chromosome) pour Texpression dans la levure, les chromosomes 
10 artificiels de souris (MAC. mouse artificial chromosome) pour Texpression dans 
les cellules murines et de mani^re preferee les chromosomes artificiels 
d'homme (HAC, human artificial chromosome) pour ['expression dans les 
cellules humaines. 

De tels vecteurs sont prepares selon les methodes 
15 couramment utilisees par THomme du Metier, et les vecteurs recombinants en 
resultant peuvent etre introduits dans Thote approprie par des methodes 
standards, telles que par exemple la lipofection, Telectroporation, le choc 
themnique, la transformation apres pemfieabilisation chimique de la membrane, 
la fusion cellulaire. 

20 Ulnvention a aussi pour objet les cellules botes transformees, 

notamment les cellules eucaryotes et procaryotes, dans lesquelles au moins un 
polynucleotide selon I'lnvention ou au moins un vecteur selon Tlnvention a §te 
introduit 

Parmi les cellules utilisables aux sens de la presente Invention. 
25 on peut citer les cellules bacteriennes, les cellules de levure, les cellules 
animates, en particulier les cellules de mammiferes ou encore les cellules 
vegetales. On peut citer egalement les cellules d'insectes dans lesquelles on 
peut utiliser des precedes mettant par exemple en oeuvre des baculovirus. 

Ulnvention a egalement pour objet les organismes 
30 transgeniques tels que les animaux ou les vegetaux transgeniques, dont tout 
ou partle des cellules contient le polynucleotide selon Tlnvention ou le vecteur 
de rinvention. sous une forme libre ou integree. 

De preference selon I'lnvention, les organismes transgeniques 
sont ceux porteurs de cellules contenant un polynucleotide selon rinvention 
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non fonctionnel ou porteur d'une mutation. 

Selon rinvention les animaux transgenlques sont de preference 
des mammiferes, excepte rhomme, plus preferentiellement les rongeurs, en 
particulier les souris» les rats ou les lapins et les suides. en partlculier le pore. 

5 Les animaux transgdniques peuvent etre obtenus par toute 

methode classique connue de THomme du Metier, comme par exemple par 
recombinalson homologue sur cellules souches embryonnaires, transfert de 
ces cellules souches a des embryons. selection des chimeres affectees au 
niveau des lignees reproductrices^ et croissance desdites chimeres. 

10 Les cellules, animaux ou v6getaux transgenlques selon 

rinvention peuvent ainsi exprimer ou surexprimer le gene codant pour la 
protelne selon rinvention ou leur gene homologue ou exprimer ledit gene dans 
lequei est introduite une mutation. 

Les animaux transgenlques peuvent etre utilises par exemple 
15 en temps que modeles pour Tetude de Tetiologie des diabetes. 

Les organismes transgenlques selon rinvention peuvent etre 
utilises pour la production de la proteine seion invention. 

La proteine selon rinvention peut etre purifiee selon les 
techniques connues de rHomme du Metier. Ainsi, la proteine peut etre purifiee 

20 a partir de lysats et extraits cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par 
des methodes utilisees individuellement ou en combinaison, telles que le 
fractjonnement. les methodes de chromatographie, les techniques 
d'immunoaffinite a raide d'anticorps monoclonaux ou poiyclonaux specifiques, 
etc.. De preference la proteine selon rinvention est purifiee selon une methode 

25 comprenant une premiere etape de separation des prot6ines membranaires 
par centrifugation sulvie d'une deuxi^me 6tape de purification par 
immunoaffinite selon la methode decrlte par T.C. Thomas, M.G. McNamee, 
(Purification of membrane proteins? Section IX, pp 499-520. in Methods in 
Enzymology. Guide to Protein Purification, Edite par M.P. Deutscher, vol 182, 

30 Academic press, New- York, 1990"). 

L'InventiQn a 6galement pour objet une m6thode de 
preparation de la prot§ine ZnT-8 recombinante. se caract§risant en ce que Ton 
cultive les cellules transformees de la pr§sente Invention, notamment les 
cellules de mammiferes ou les organismes transgeniques selon rinvention. 
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dans des conditions penrjettant I'expression de ladite proteine, et que Ton 
purifie ladite proteine recombinante. 

L'lnvention a egalement pour objet une proteine, caracteris§e 
en ce qu'elle est susceptible d'etre obtenue par Tune quelconque des 
5 methodes de preparation ci-dessus decrites. 

La proteine obtenue comme indique ci-dessus, peut aussi bien 
se presenter sous forme glycosylee que non glycosylee et peut presenter ou 
non la structure tertiaire de la proteine naturelle. 

Les Inventeurs ont egalement pu montrer que la structure 
10 secondaire de la proteine de Tlnvention, par une etude du potentiel 
transmembranaire, presente 3 boucles d'acides amines extracellulaires (acides 
amines 96-106, 164-176, 241-245) centre lesquelles peuvent etre developpes 
des anticorps monoclonaux ou polyclonaux. 

Ulnvention a ainsi egalement pour objet des anticorps mono- 
15 ou polyclonaux caracterises en ce qu'ils sont capables de reconnaitre 
specifiquement une proteine selon Tlnvention. 

De maniere preferentielle selon Unvention, les anticorps 
reconnaissent specifiquement la proteine de s6quence SEQ ID N*'2 ou les 
proteines variantes selon Tlnvention 

20 Particulierement, les anticorps selon rinvention reconnaissent 

specifiquement les boucles extracellulaires de la prot6ine selon rinvention 
correspondant aux SEQ ID N°7. SEQ ID N** 8 et SEQ ID N*^ 10 (PEP1, PEP2 et 
PEP4) et/ou une boucle intracellulaire de la proteine selon rinvention 
correspondant a la SEQ ID N^9 (PEPS). 

25 Les anticorps selon rinvention sont, par exemple, des anticorps 

chimeriques, des anticorps humanises, des fragments Fab ou F(ab')2. lis 
peuvent egalement se presenter sous forme d'immunoconjugues ou d'anticorps 
marques afin d*obtenir un signal delectable et/ou quantifiable. 

Lesdits anticorps peuvent etre obtenus dlrectement a partir de 
30 s6rum humain. ou a partir de serum d'animaux immunises avec les proteines 
selon rinvention, notamment celles produites par recombinaison gen6tique ou 
par synthase peptidique. lis peuvent egalement dtre 6ventuellement 
"humanises". 

Les anticorps polyclonaux specifiques peuvent etre obtenus 
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selon les modes operatoires usuels. Les anticorps monoclonaux specifiques 
peuvent etre obtenus selon la methode classique de culture d'hybridomes. 

Un autre objet de Tlnvention est une puce a prot6ine 
comprenant au moins un anticorps selon invention. 

t Ulnvention conceme aussi Tutilisation d'un anticorps selon 

rinvention pour la preparation d'une puce a proteine comprenant ledit 
anticorps. UHomme du Metier salt en fonction du support choisi, choisir la 
technique de realisation appropriSe pour rSaliser une telle puce. 

L'Invention a egalement pour objet Tutllisation des anticorps ou 
10 d'une puce a anticorps selon Tlnvention pour la detection et/ou la purification 
d'une proteine selon I'Invention, preferentiellement les boucles extracellulaires 
ou intracellulalres de ladite proteine; tres preferentiellement les sequences . 
correspondant aux SEQ ID N^7 & SEQ ID 10. 

De maniere generale, les anticorps de Tlnvention peuvent etre i 
15 avantageusement utilises dans toute situation oCi i'expression d'une proteine 
selon rinventipn, normale ou mutee, doit etre observ6e. s 

Particulierement, les anticorps monoclonaux, peuvent §tre 
utilises pour la detection de ces proteines dans un 6chantillon biologique, lis » 
constituent ainsi un moyen d'analyse immunocytochimique ou • 

20 immunohistochimique de I'expression des prot6ines selon I'lnvention, 
notamment la proteine de sequence SEQ ID N*'2 oti Tune de ses variantes, sur 
des coupes de tissus specifiques. Generalement pour de telles analyses les 
anticorps utilises sont marques afin d'§tre d^tectables par exemple par des 
composes immunofluorescents, par marquage k Tor ou sous forme 

25 dimmunoconjugues enzymatiques, 

lis peuvent pemnettre notamment de mettre en evidence une 
expression anormale de ces proteines dans les tissus ou prelevements 
bioiogiques. 

L'Invention a egalement pour objet une methode de detection 
30 dans un 6chantillon biologique de la prot§ine ZnT-8; comprenant une premiere 
etape de mise en contact de Techantillon biologique avec un anticorps selon 
['Invention et une deuxieme etape de mise en Evidence par tout moyen 
appropri§ du complexe antig^ne-anticorps forme. 

L'Invention a egalement pour objet une trousse permettant de 
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mettre en oeuvre le procede ci-dessus decrit comprenant : 

a) au moins un anticorps monoclonal ou polyclonal selon 

rinvention ; 

b) les reactifs permettant la detection du complexe 
5 antigene-anticorps proqiuit lors de la reaction immunotogique. 

Selon un mode de realisation particulier de rinvention, la 
trousse peut eventuellement comprendre des reactifs pour la constitution d'un 
milieu permettant la reaction immunotogique. 

Les anticorps selon rinvention peuvent egalement etre utilises 
.10 pour la detection et/ou le tri des ilots de Langerhans. preferentiellement des 
cellules beta, a partir de pancreas humain ou animal, notamment le pancreas 
de souris, rat, iapin et de pore. Ce tri peut etre realise par un appareillage de 
cytometrie en flux (FACS) pour ce qui concerne les cellules isolees. Pour les 
Hots, leur marquage pourrait ameliorer les methodes de separation actuelle : 
15 separation par gradient de densite avec du Ficoll, de rEuro-Ficoll ou du 
Ficoll-Diatrizoate de sodium ou la methode de choix qui est un gradient 
d'albumine sur un separateur de cellules. 

Ainsi, rinvention a pour objet une methode de selection des 
cellules beta des Tlots de Langerhans, comprenant une premiere etape de mise 
20 en contact des cellules d'un echantillon biologique susceptible de contenir de 
tels Ilots et/ou cellules avec une anticorps selon rinvention, une deuxieme 
etape de mise en evidence par tout moyen approprie des cellules marquees 
par ranticorps et une troisieme etape d'isolement par tout moyen approprie des 
marquees. 

25 Les anticorps selon rinvention peuvent egalement etre utilises 

pour suivre le processus de differenciation de cellules souches en cellules beta 
des Tlots de Langerhans, particulierement humaines ou animates, ainsi que de 
trier ces cellules exprimant la prot§ine ZnT-8, particulierement la proteine de 
sequence SEQ ID N°2 apres differenciation. 

30 Ainsi, rinvention a pour objet une methode pour suivre le 

processus de differenciation de cellules souches en cellules d'llot pancreatique 
ou en cellules beta, comprenant une etape de mise en contact des cellules 
d'un echantillon biologique susceptible de contenir lesdites cellules souches en 
cours de differenciation avec un anticorps selon rinvention, une deuxieme 
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6tape de mise en Evidence par tout moyen appropri§ des cellules marquees 
par I'anticorps et une troisldme etape de visualisation par tout moyen approprie 
des cellules marquees. 

Ladite methode peut en outre comprendre une etape 
5 suppl6mentalre d'isolement par tout moyen approprie des cellules marquees. 

Le polynucleotide, la cellule, I'organisme transgenique ou la 
puce a ADN selon I'lnvention peuvent etre utilises pour le criblage de 
composes chimiques ou biochimiques pouvant interagir in vitro ou in vivo, 
directement ou indirectement. avec le polynucleotide selon I'lnvention et/ou 
10 moduler I'expression et/ou dudit polynucleotide. 

Ainsi, I'lnvention a pour objet une methode de criblage d'un 
compose chimique ou biochimique pouvant interagir in vitro ou in vivo, 
directement ou indirectement, avec le polynucleotide selon I'lnvention 
caracterisee en ce que dans une premiere etape on met en contact un • 
15 compose chimique ou biochimique candldat et le polynucleotide, la cellule,'.^ 
I'organisme transgenique ou la puce a ADN selon I'lnvention et que dans unef^ 
deuxieme etape on detecte le complexe forme entre le compose chimique ou- 
biochimique candidat et le polypeptide, la cellule. I'organisme transgenique ou •. 
la puce d ADN selon I'lnvention. - 

20 I'lnvention a aussi pour objet une methode de criblage d'un-.^ 

compose chimique ou biochimique pouvant moduler in vitro ou in vivo, 
directement ou indirectement. I'expression et/ou I'activite du polynucleotide 
selon I'lnvention, caracterisee en ce que dans une premiere etape on met en 
contact un compos§ chimique ou biochimique candidat et la proteine, la cellule. 

25 I'organisme transgenique ou la puce a ADN selon I'lnvention et que dans une 
deuxieme etape on mesure par tout moyen approprie I'expression et/ou 
I'activite dudit polypeptide. 

La prot§ine. la cellule, I'organisme transgenique ou la puce a 
proteine selon I'lnvention peuvent §tre utilises pour le criblage de composes 
30 chimiques ou biochimiques pouvant interagir in vitro ou in vivo, directement ou 
indirectement. avec la proteine selon I'lnvention, et/ou qui peuvent moduler 
I'expression ou I'activite de ladite proteine. 

Ainsi, I'lnvention a pour objet une methode de criblage d'un 
compose chimique ou biochimique pouvant interagir in vitro ou in vivo 
35 directement ou indirectement, avec la proteine selon I'lnvention. caracterisee 
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en ce que dans une premiere 6tape on met en contact un compose chimique 
ou biochimique candidat et la proteine, la cellule, Torganisme transg§nique ou 
la puce ^ proteine selon Tlnvention et que dans une deuxi^me etape on detecte 
le complexe forme entre le compose chimique ou biochimique candidat et la 
5 protfeine, la cellule, Torganisme transgenique ou la puce a proteine selon 
rinvention. 

L'Invention a aussi pour objet une methode de criblage d'un 
compos6 chimique ou biochimique pouvant moduler in vitro ou in vivo 
directement ou indirectement, I'expression et/ou Tactivite de la proteine selon 
10 rinvention, caract6risee en ce que dans une premiere 6tape on met en contact 
un composfe chimique ou biochimique candidat et la proteine, la cellule, 
Torganisme transgenique ou la puce ^ proteine selon rinvention et que dans 
une deuxieme etape on mesure par tout moyen approprie Texpression et/ou 
Tactivite de ladite proteine. 

15 Ulnvention a egalement pour objet le polynucleotide, la 

proteine, les anticorps, les vecteurs ou les cellules transformees, selon 
rinvention, utilises comme medicaments, 

Le polynucleotide, la proteine, les anticorps, les vecteurs ou les 
cellules transformees. selon rinvention, peuvent etre utilises dans la 

20 preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou au traitement du 
diabete, particulierement celui associe ^ la presence d*au moins une mutation 
du gene correspondent a SEQ ID N**1. et/ou a une expression anormale de la 
proteine correspondent a SEQ ID N**2, ou destine ^ la prevention et/ou au 
traitement des hyperinsulinismes lorsque I'on observe une expression, une 

25 maturation ou une secretion anormale du gene de rinsuline, ou destine a 
reguler la maturation et la secretion de I'lnsuline dans les cellules beta et ou 
dans des cellules modifiees en vue d'une secretion d'insuline ou destine a 
reguler les phenomenes d'apoptose des cellules beta. 

Une expression anormale signifie une surexpression, une 
30 sous-expression ou rexpression d'une proteine mutee. Une maturation 
anormale signifie une proteolyse absente ou insuffisante de la pro-insuline en 
insuline ou une co-cristallisation absente, insuffisante ou trop importante de 
rinsuiine et du zinc dans les vesicules de secretion intracellulaires. 



Ulnvention a egalement pour objet rutilisation d'un 
35 polynucleotide, d'une proteine ou d'un anticorps selon rinvention pour 
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determiner une variabilite allelique. une mutation, une deletion, une perte 
d'heterozygotie ou toute anomalie genetique du gdne codant pour le 
polynucleotide selon I'lnvention. On peut d^tecter les mutations dans la 
sequence du gene ZnT-8 directement par analyse de I'acide nucl^ique et des 
sequences selon i'lnvention (ADN g§nomlque. ARN. ou ADNc). mais 
6galement par Tintemiediaire des proteines selon I'lnvention. En particuller. 
I'utilisation d'un anticorps selon I'lnvention qui reconnaft un Epitope portant une 
mutation permet de discriminer entre une proteine "saine" et une prot§ine 
"associee a une pathologie". 

L'Homme du M§tler sait 6galement mettre en oeuvre des 
techniques permettant I'^tude de I'alteration de I'expression d'un g§ne. par 
exemple par I'etude de I'ARNm (en particulier par Northern Blot ou par des 
experiences de RT-PCR), avec des sondes ou des amorces selon I'lnvention 
ou de la proteine exprimee. en particulier par Western Blot, en utilisant des 
15 anticorps selon I'lnvention. 

Outre 1^ dispositions qui precedent, I'lnvention comprend.r 
encore d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre. qui ^ 
se refere a des exemples de mise en oeuvre de I'lnvention ainsi qu'aux dessins • 
annexes, dans lesquels V 

■ Figure 1 repr§sente I'expression tissulaire de I'ARN-; 
messager correspondant au polynucleotide de I'lnvention. 

Une expression dudit ARNm n'est mise en evidence que dans 

le pancreas. 

- La Figure 2 represente Texpression de I'ARN messager 
25 correspondant au polynucleotide de I'lnvention dans les cellules souches 
mesenchymateuses. dans le pancreas fcetal et dans les Tlots pancreatiques 
humalns. L'ARNm est detecte dans le pancreas et les Tlots foetaux. alors 
qu'aucun transcrit n'est retrouve dans les cellules souches. L'actine est utilis6e 
comme contr6le. 
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- La Figure 3 represente des cellules HeLa transfectees par 
une construction exprimant la proteine de fusion 2nT-8-GFP. La fluorescence 
est localis§e dans des v6sicules intracytoplamiques. ainsi que sur la membrane 
plasmique. 

Les exemples suivants sont illustratifs de I'lnvention et ne la 
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limitent aucunement 

Exemple 1 : Cionage du polypeptide de sequence SEQ ID 

Uidentification du gene a ete realisee par bioinformatique, par 
5 recherche d*homologie des proteines de la famille ZnT deja decrites dans la 
litterature, en utilisant les sequen^ages du HGP (human Genome Project), 
Uanalyse des sequences g6nomiques a permis de definir les differents 
elements du gene (intron/exon). line premiere s6rie d'amorces definies dans le 
gene (SEQ ID N'^S et 4) a permis de confirmer ('expression du gene, et ceci de 
10 fa9on specifique dans le pancreas (voir exemple 2). Uanalyse de la sequence 
a permis de definir les amorces en 3' et 5' utilisees pour le cionage complet a 
savoir les amorces SEQ ID N^5 : 5'-ACT CTA GAA TGG AGT TTC TTG AAA 
GAA CGT A et SEQ ID N**6 : 5'-AAT CTA GAG TCA CAG GGG TCT TCA GAG 
A. 

15 . La sequence codant pour ZnT-8 a 6te amplifiee par RTPCR a 

partir d'ARNm dllots de pancreas humalns. 

Les ARN totaux sont extraits a partir des Tlots par le kit "RNA 
extraction kit" (Roche, Meylan, France) comme decrit par le fabricant. Les ARN 
sont quantifies par spectrophotometrie a 250 nm et des echantillons sont 
20 conserves d -SO^'C. 

L'amplification est realisee avec le kit "Titan one tube RT-PCR 
kit" (Roche, Meylan, France) avec les amorces decrites (SEQ ID N°5 et 6). La 
transcription reverse est realisee a 52°C pendant 30 min et les ADNc ainsi 
produits sont amplifies par 30 cycles (30 s a 94°C. 30 s a 53X, 1 min k 72°G) 
25 et une elongation finale de 5 min a 72'*C. Les produits sont verifies ensuite par 
depot sur un gel d'agarose (1,5%) en presence de bromure d'6thydium et 
separ^s par electrophorese. Le produit de PGR de 1123 paires de bases 
comprenant ia sequence SEQ ID N**1 (ZnT-8) est purifi§ k I'aide du kit Nucleic 
acid purification kit (QIAGEN) 

30 Exemple 2 : Expression de TARN messager correspondant 

au polynucleotide de rinvention dans differents tissus 

^expression de TARN messager correspondant au 
polynucleotide de rinvention a ete etudiee par RT-PCR a partir d'echantillons 
dARNm totaux de differents tissus humains en utilisant ies amorces suivantes : 
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SEQ ID N»3 : 5'-GAT GCT GCC CAC CTC TTA ATT GAG et SEQ ID No4 • 
5'-TCA TCT TTT CCA TCC TGG TCT TGG. 

Les amorces (SEQ ID N'3 et 4) ont ete choisies dans 2 exons 
differents pour 6viter ramplificatlon d'une sequence genomique. L'analyse de 
I'expresslon de I'ARN messager correspondent au polypeptide de I'lnvention a 
^te r6alls6e par PCR sur des ADNc commerciaux prepares ^ partir de 
differents tissus humalns. 2|jl d'ADNc sont melanges avec les 2 amorces 
sp6cifiques (IpM final) et un melange classique de PCR (1 unite de Taq DNA 
polymerase, tampon avec 1,5 mM magnesium, dNTP 10mM). L'amplification 
est r6alls6e par 30 cycles (30 s k 94°C, 30 s ^ 53X. 1 min S 72»C) et une 
6tape finale d'elongation de 5 mm S 72''C. Les prodults sont ensuite analyses 
par depat sur un gel d'agarose (1.5%) en presence de bromure d'6thydium et 
separes par electrophor§se. 

Les tissus testes sont : 1 : Cerveau. 2 : Coeur, 3 : Rein. 4 : 
Rate, 5 : Foie. 6 : Colon. 7 : Poumon, 8 : Intestin grele. 9 : Muscle. 10 : 
Estomac. 11 : Testlcule, 12 : Placenta. 13 : Glande salivaire, 14 : ThyroTde, 15 : 
Cortlcosurr6nale, 16 : Pancreas. 17 : Ovaire, 18 : Ut6njs. 19 : Prostate, 20 : 
Peau, 21 : Leucocytes sanguins, 22 : Moelle osseuse, 23 : Cerveau fcetal, 24 :. 
Foie foetal. 

La Figure 1 repr^sente les r§sultats obtenus. 

L'ARNm correspondant au polynucleotide de I'lnvention (Figure' 
1A) n'est exprime que dans les cellules de pancreas humain adulte (16). 

L'ARNm n'est pas exprimd dans les 23 autres tissus etudies. 
La figure IB represente le contrdle actine. 

Exemple 3 : Expression de I'ARN messager correspondant 
au polynucleotide de I'lnvention dans des cellules souches 
mesenchymateuses et des cellules de pancreas fcetal 

L'analyse de I'expression de I'ARN messager correspondant au 
polypeptide de I'lnvention a ete realis6e par RTPCR sur des ARN prepares a 
partir de differents tissus humalns : Tlots pancreatiques humalns adultes ou 
foetaux. cellules mesenchymateuses humaines. 10® cellules sont lavees deux 
fois avec du tampon phosphate (PBS), puis centrifug§es 3 min d 2000 g, Les 
ARN totaux sont extraits a partir du culot cellulaire par le kit "RNA extraction 
kit" (Roche, Meylan, France) comme d6crit par le fabricant. Les ARN sont 
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quantifies par spectrophotometrie a 250 nm et des echantillons sont conserves 
a -80**C. Pour Tanalyse par RT-PCR, la concentration des ARN est ajustee a 1 
ng/|jl pour ZnT-8 ou 1 pg/|jl pour le contrdle p-actin. Les transcrits sont 
amplifies avec le kit 'Titan one tube RT-PCR kit" (Roche. Meylan, France) avec 
5 les amorces decrites ci-dessus (SEQ ID N'^S et 4). La transcription reverse est 
reaiisee a 52*'C pendant 30 min et les ADNc ainsi produits sont amplifies par 
30 cycles (30 s a 94''C, 30 s ^ 53''C, 1 min a 72X) et une Elongation finale de 
5 min a 72'*C. Les produits sont ensuite analyses par depot sur un gel 
d'agarose (1,5%) en presence de bromure d'§thydium et separ6s par 
10 §lectrophorese. 

La Figure 2 represente les resultats obtenus. 

UARNm correspondant au polynucleotide de Tlnvention est 
exprime dans les cellules de pancreas foetal et dans les cellules d'llots 
pancr§atiques humains mals n'est pas exprim6 dans les cellules 
15 mesenchymateuses humaines, 

Exemple 4 : Expression d'une proteine da fusion GFP 

La proteine est la proteine humaine, codee par TADNc 
correspondant a la sequence SEQ ID N^'l (ZnT-8). Le produit de PGR de 1123 
paires de bases obtenu selon Texemple 1 est coupe avec Tenzyme de 
20 restriction XbaL puis insere dans le vecteur pcDNA3.1-CT-GFP (Invitrogen). Le 
vecteur ainsi obtenu, pZnT-8«GFP est sequence pour verification. 

Les cellules epitheliales HeLa (ATCC numero CCL-2) sont 
cultivees dans le milieu Opti-MEM (Modified Eagle's Medium, Life 
Technologies, Inc.) supplements avec 5% de serum de veau decomplemente 

25 et 2 mM de glutamine. Les cellules sont incubees a 37'*C dans une atmosphere 
humidifiee enrichie a 5% en CO2. Les transfections sont realisees dans des 
boites de Petri de 35 mm avec le vecteur pZnT-8-GFP et le produit Exgen500 
(Euromedex. France) selon les instructions du fabricant (1|jg d'ADN pour 10® 
cellules). L'expression de la proteine de fusion ZnT-8-GFP est observee 48 

30 heures apres la transfection. sous un microscope a fluorescence inverse 
(Axiovert, Zeiss) en utilisant les paramdtres suivants : longueur d'onde 
d'excitation : 450-490 nm ; longueur d'onde d'emisslon : 520 nm. 

La Figure 3 represente le resultat obtenu. La fluorescence est 
localisee dans des vesicules intracytoplamiques, ainsi que sur la membrane 
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plasmique. Cela d§montre que cette proteine emprunte la vole d'excr§tion 
extracellulaire et se retrouve S la surface de la cellule. 

Exemple 5 Analyse de la proteine ZnT-8 

L'analyse de la sequence primaire de ZnT-8 et la prediction 
des domaines transmembranalres ont ete realisees avec les programmes 
TMpred (http y/www.ch.embnetorg/software/TMPREDJorm.html) et SOSUI 
if^itpy/sosui.proteome.biojuat.acjp/sosuimenu0.htrnl). 

La proteine ZnT-8 compete possede 6 domaines 
transmembranalres pr§dits (acides amines 74-95, 107-126. 141-163, 177-196. 
216-240. 246-267). les extremites N- et C-terminales §tant situees dans le 
cytopiasme. 

Exemple 6 : Preparation d'un anticorps polyclonal dirige 
contre les boucles extracellulaires (PEP1, PEP2 et PEP4) et contre une 
boucle intracellulaire (PEPS) de ZnT-8 

Les peptides comportant les epitopes con-espondants aux SEQ 
ID- N»7 : PEP1 : HIAGSLAWTDAAHLL ; SEQ ID N"8 : PEP2 ' 
CERLLYPDYQIQATV ; SEQ ID N»9 : PEPS CLGHNHKEVQANASVR SEQ lO i 
N-10 : PEP4 : YFKPEYKIADPIC. sont synthetises sur un appareil pour' 
synthese peptidique sur support solide. purifies et conjugu§s sur une proteine' 
porteuse (albumine, par exemple). L'ensemble est injecte aux lapins selon le^ 
schema d'immunisation suivant : 

JO : premiere immunisation ; J14 : seconde immunisation • J28 
: Troisi^me immunisation ; J38 : verification de la sp^cificite ; J56 : quatrteme 
immunisation ; J66 et J80 : recuperation du s§rum. Le s§rum. peut §tre utilise 
directement ou apres purification sur colonne de proteine A avec une eiution en 
milieu acide. Ces operations ont et§ effectuees a fagon par la soci§te 
Eurogentec SA, Belglque. 

Exemple 7 : Marquage fluorescent de I'antfcorps obtenu a 

i'exemple 6 

L'anticorps est purifie par chromatograpliie d'affinite sur une 
colonne de proteine G (Pharmacia). La colonne (1ml). equilibree avec un 
tampon phosphate de sodium 10 mM. NaCI 0.15 M. pH 7.4 est charg6e avec 5 
ml de serum, puis lavee avec 20 ml du mdme tampon pour eiuer les proteines 
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non fixees. L'anticorps est ensu'rte decroche avec une solution de glycine, HCI 
0,1M, pH 2,5, puis neutralist par 40pl de tannpon Tris HCI 2M. pH 10,0. 

2 mg d'anticorps sent melanges a 1 ml de tampon phospliate 
pH 8.0. Une solution fralche ^ 1mg/ml de NHS-FITC est preparte dans du 
5 DMSO. On melange 75 pl de la solution FITC/DMSO a la solution d'anticorps. 
On incube le melange a temperature ambiante pendant 45 minutes. La 
purification est r6alis6e sur colonne PD-10. La colonne est lavee avec 30ml de 
PBS, puis 1ml de la solution FITC-lg a purifier. On applique 5 ml de PBS sur la 
colonne et on collecte des fractions de 2 ml. La seconde fraction contient 
10 l'anticorps. 

Les produits sont disponibles chez SIGMA. 
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REVENDICATIONS 

1) Polynucleotide isole, comprenant ou repondant a une 
sequence choisie dans le groupe de sequences suivantes : 

a) La sequence SEQ ID N'l ; 

b) Un fragment de la sequence SED ID N"1 d'au moins 15 
nucleotides consecutifs. a Texception des EST pr^sentant les num6ros 
d'accesslon dans la base de donn^es GenBank BM565129, BM310003, 
BM875526, BG655918. BQ417284, BQ267316, BU072134. BQ267526' 

10 BQ270198, BU581447, BU070173 et BQ631692 ; 

c) Un acide nucl6ique pr6sentant un pourcentage d'identlte 
d'au moins 80% apres alignement optimal avec I'une des sequences definies 
en a) ou en b) ; 

r 

d) Un acide nucl6ique s'hybrldant dans des conditions. 
15 d'hybridation de forte stringence avec I'une des s6quences definies en a) ou en 

b).; 

e) Un acide nucl6lque complementaire, sens ou antisens de 
I'une des sequences definies en a), b), c) ou d). 

2) Polynucleotide selon la revendication 1. caracteris6 en ce 
20 qu'il s'agit d'un polynucleotide variant de la sequence SEQ ID N"! . 

3) Polynucleotide selon la revendication 2, caracterise en ce 
qu'il s'agit d'un polynucleotide porteur d'au moins une mutation conduisant a 
une modification de la sequence en acides amines de la proteine cod6e par la 
sequence SEQ ID N'1. 

4) Sonde pour detecter. identifier ou doser dans d'aiitres 
organismes des acides nucieiques correspondants. caracterisee en ce qu'elle 
est constltuee du polynucleotide selon I'une quelconque des revendlcations 1 a 
3. 

5) Amorces pour I'amplification d'acides nucieiques 
JO correspondants. caracterisees en ce qu'elles sont constituees du 

polynucleotide selon I'une quelconque des revendlcations 1 a 3. 
preferentiellement ceux correspondants aux palres d'amorces SEQ ID N°3 et 
SEQ ID NM et SEQ ID N°5 et SEQ ID N°6 
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REVENDICATIONS 

1) Polynucl6o«de isol§, comprenant ou r6pondant d une 
s6quence choisie dans le groupe de sequences suivantes : 

a) La sequence SEQ ID N"! ; 

b) Un fragment de la sequence SED ID d'au moins 15 
nucleotides cons§cutifs. a I'exception des EST presentant les numeros 
d'accession dans la base de donn6es GenBank BM565129. BM310003. 
BM875526. BG655918. BQ417284. BQ267316. BU072134. BQ267526, 
BQ270198. BU581447, BU070173 et BQ631692 ; 

c) Un acide nucl6ique presentant un pourcentage d'identit§ 
d'au moins 80% apres alignement optimal avec Tune des sequences definies 
en a) ou en b) ; 

d) Un acide nucl6lque s'hybridant dans des conditions d'hybri- 
dation de forte stringence avec I'une des sequences d6finies en a) ou en b) ; 

e) Un acide nucl6ique compl6mentaire, sens ou antisens de 
I'une des sequences d6finies en a), b). c) ou d). 

2) Polynucleotide selon la revendicatlon 1, caract§rise en 
ce qu'il s'agit d'un polynucleotide variant de la sequence SEQ ID N"1. 

3) Polynucleotide selon la revendicatlon 2, caracterise en 
ce quMI s'agit d'un polynucleotide porteur d'au moins une mutation conduisant ^ 
une modification de la sequence en acides amines de la proteine cod6e par la 
sequence SEQ ID N'l. 

4) Sonde pour detecter, identifier ou doser dans d'autres 
organismes des acides nucieiques correspondants. caracterisee en ce qu'elle 
est constituee du polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 
3. 

5) Amorces pour ramplification d'acides nucieiques con-es- 
pondants. carLerisees en ce qu'elles sont constituees du polynucleotide 
selon rune quelconque des revendications 1 a 3. preferentiellement ceux 
correspondants aux paires d'amorces SEQ ID N'S et SEQ ID N-4 et SEQ ID 
N°5 et SEQ ID N"6. 

6) Polynucleotide susceptible d'etre obtenu par amplifica- 
tion a I'aide des amorces selon la revendicatlon 5. 
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6) Polynucleotide susceptible d'etre obtenu par amplification k 
I'aide des amorces selon la revendication 5. 

7) Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 
1 S 3 ou 6. caracteris§ en ce qu'il s'agit d'un oligonucleotide sens 
correspondant au polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3 ou 6. qui. par interaction avec des prot§ines impliquees dans la regulation 
de I'expression dudit polynucleotide, indulront soit une inhibition, soit une 
activation de cette expression. 

8) Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 
1 a 3 ou 6. caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un petit ARN interferent (siRNA) 
correspondant au polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3 ou 6. qui par interaction avec les ARNm correspondants audit 
polynucleotide, conduiront a leur degradation. 

9) Methode de determination du profil de transcription du 
gdne correspondant au polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3 ou 6 ou d'une alteration dudit profil. dans un §chantillon 
biologique, comprenant une premiere etape d'obtention par tout moyen 
approprie des ARN S partir de r§chantillon biologique, une deuxieme etape de 
mise en contact desdits ARN avec une sonde marquee constituee d'un 
polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 d 3 ou 6 dans des 
conditions appropriees d'hybridation entre les ARN et la sonde et une troisi6me 
etape de revelation par tout moyen approprie des hybrides fomies. 

10) Methode selon la revendication 9, dans laquelle la 
deuxieme etape est une etape de retrotranscription et/ou d'amplification des 
transcrlts. realisee k I'aide d'une paire d'amorces selon la revendication 5 et la 
trolsieme etape est une etape de revelation par tout moyen approprie des 
acldes nucieiques amplifies. 

11) Methode selon I'une quelconque des revendications 9 ou 
10. caracterisee en ce qu'elle comporte en outre une etape d'evaluation du 
taux de transcription du gene par comparaison ^ un temoin prealablement 
choisi. 

12) Methode de mise en evidence du gene correspondant au 
polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 ou 6 ou des 
variants alieiiques dudit gene ou d'une alteration fonctionnelle de ce gene, 
dans un echantillon biologique, comprenant une premiere etape d'obtention par 
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7) Polynucleotide selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 & 3 ou 6. caracteris§ en ce qu'il s'agit d'un petit ARN interferent (siRNA) 
correspondant au polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 
a 3 ou 6. qui par interaction avec les ARNm con-espondants audit polynucleo- 
tide, conduiront a leur degradation. 

8) M6thode de determination du profil de transcription du 
gene correspondant au polynucleotide selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 §1 3 ou 6 ou d'une alteration dudit profil. dans un echantillon biologique. 
comprenant une premiere etape d'obtention par tout moyen approprie des 
ARN a partir de I'echantillon biologique. une deuxieme etape de mise en 
contact desdits ARN avec une sonde marquee constituee d'un polynucleotide 
selon rune quelconque des revendications 1 a 3 ou 6 dans des conditions 
appropriees d'hybridation entre les ARN et la sonde at une troisieme etape de 
revelation par tout moyen approprie des hybrides formes. 

9) Methode selon la revendication 8, dans laquelle la 
deuxieme etape est une etape de retrotranscription et/ou d'amplification des 
transcrits. realisee S I'alde d'une paire d'amorces selon la revendication 5 et la 
troisieme etape est une etape de revelation par tout moyen approprie des 
acides nucieiques amplifies. 

10) Methode selon Tune quelconque des revendications 8 ou 
9 caracterisee en ce qu'elle comporte en outre une etape d'evaluation du taux 
de transcription du gene par comparaison a un temoin prealablement choisi. 

1 1 ) Methode de mise en evidence du gene con-espondant au 
polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 ou 6 ou des 
variants alieiiques dudit gene ou d'une alteration fonctionnelle de ce gene, 
dans un echantillon biologique, comprenant une premiere etape d'obtention 
par tout moyen approprie de i'ADN a partir de I'echantillon biologique. une 
deuxieme etape de mise en contact desdits ADN avec une sonde marquee 
constituee d'un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 
ou 6 dans des conditions appropriees d'hybrldatlon entre les ADN et la sonde 
et une troisieme etape de revelation par tout moyen approprie des hybrides 
formes. 

12) Methode selon ia revendication 11. dans laquelle la 
deuxieme etape est une etape d'ampllfication reaHs6e & I'aide d'une paire 
d'amorces selon la revendication 5 et la troisieme etape une etape de rev6la- 
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tout moyen approprie de I'ADN a partir de I'echantillon biologique, une 
deuxidme etape de mise en contact desdits ADN avec une sonde marquee 
constituee d'un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 
■ cu 6 dans des conditions appropriees d'hybridation entre les ADN et la sonde 
et une troisidme etape de revelation par tout moyen approprie des hybrides 
formes. 

13) Methode selon la revendication 12, dans laquelle la 
deuxfeme 6tape est une etape d'amplification realisee a I'aide d'une paire 
d'amorces selon la revendication 5 et la troisieme 6tape une §tape de 
revelation par tout moyen approprie des acides nucteiques amplifies formes. 

14) Methode selon I'une quelconque des revendications 12 ou 
13, caracteris6e en ce qu'elle comporte en outre une etape d'isolement et de 
s^quengage des acides nuclelques mis en evidence. 

15) Methode selon I'une quelconque des revendications 12 S 
14 pour I'obtention d'un allele du gene correspondant au polynucleotide selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 3 ou 6. associe a un phenotype 
detectable. 

16) Trousse de r6actifs pour la mise en oeuvre des m^thodes ' 
selon I'une quelconque des revendications 9 a 1 5 comprenant : 

a) au moins une sonde selon la revendication 4 et/ou une paire 
d'amorces selon la revendication 5 ; 

b) les r6actifs n6cessalres a la mise en oeuvre d'une reaction 
d'hybridation entre ladite sonde et/ou lesdites amorces et I'acide nucl6ique de 
I'echantillon biologique ; 

c) les r^actife necessalres ^ la mise en oeuvre d'une reaction 

d'amplification ; 

d) les reactifs necessaires a la detection et/ou le dosage de 
I'hybride fonn§ entre ladite sonde et I'acide nucleique de I'echantillon 
biologique ou des acides nucleiques amplifies formes. 

17) Puce a ADN comprenant au moins un polynucleotide selon 
I'une quelconque des revendications 1 ^ 3, 6 ou 7. 

18) Utilisation d'un polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3. 6 ou 7 pour la preparation d'une puce ^ ADN. 
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tion par tout moyen approprl§ des acides nucleiques amplifies formes. 

13) M§thode selon I'une quelconque des revendications 11 
ou 12, caract6risee en ce qu'elle comporte en outre une 6tape d'Isolement et 
de s6quen5age des acides nucleiques mis en Evidence. 

14) M6thode selon I'une quelconque des revendications 1 1 § 
13 pour I'obtention d'un all§le du g6ne correspondent au polynucleotide selon 
I'une quelconque des revendications 1 gi 3 ou 6, associ6 S un phenotype 
detectable. 

15) Trousse de reactifs pour la mise en oeuvre des 
m6thodes selon I'une quelconque des revendications 8 & 14 comprenant : 

a) au moins une sonde selon la revendication 4 et/ou une paire 
d'amorces selon la revendication 5 ; 

b) les reactifs necessaires a la mise en oeuvre d'une reaction 
d'hybridation entre ladite sonde eVou lesdites amorces et I'acide nucl6ique de 
rechantillon biologique ; 

c) les reactifs n6cessaires ^ la mise en oeuvre d'une reaction 

d'amplification ; 

d) les reactifs n6cessaires S la detection et/ou le dosage de 
I'hybride forme entre ladite sonde et I'acide nucieique de rechantillon 
biologique ou des acides nucleiques amplifies fomies. 

16) Puce d ADN comprenant au moins un polynucleotide 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, ou 6. 

17) Utilisation d'un polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3. ou 6 pour la preparation d'une puce ^ ADN. 

18) Utilisation in vitro du polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 ^ 3. 6 ou 7, comme moyen d'etude 

a) de la surexpression du transporteur dans des lignees de 
cellules modeles et de I'impact sur la secretion de I'insuline en reponse ^ une 
stimulation par le glucose ; 

b) de la sensibilite des cellules e la mort cellulaire (apoptose) 
induite par des conditions de stress oxydant ou de concentration faible ou forte 
en zinc ; 
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19) Utilisation in vitro du polynucleotide selon I'une quelconque 
des revendications 1 ii 3 ou 6 a 8, comme moyen d'etude 

a) de la surexpression du transporteur dans des lignees de 
cellules modules et de I'impact sur la secretion de rinsuline en reponse a une 
stimulation par le glucose ; 

b) de la sensibilite des cellules ^ la mort cellulaire (apoptose) 
induite par des conditions de stress oxydant ou de concentration faible ou forte 
en zinc ; 

c) des etapes de differenciation de cellules souches en cellules 
s6cretrices d'insuline en r6ponse a differentes stimulations exog^ne. 

20) Prot6ine isolee, caracteris6e en ce qu'elle comprend ou 
r6pond d une prot6ine choisie panni : 

a) la prot§ine de sequence SEQ ID ; 

b) une proteine comportant au moins 60 % d'identite apres 
alignement optimal avec ladite proteine ou au moins 65 % de similarite, de 
preference 80% d'identite ou au moins 90% de similarite. ou de maniere 
encore plus preferee 90% d'identite ou au moins 95% de similarity avec la 
proteine de sequence SEQ ID H"! ; 

c) un fragment d'au moins 15 acides amines consecutifs d'une . 
proteine definie en a) ou b). 

21) Proteine selon la revendication 20. caracteris§e en ce 
qu'elle repond a la sequence SEQ ID N°2 ou a une sequence poss^dant au 
moins 80 % d'identite avec SEQ ID N'"2 apres alignement optimal. 

22) Proteines variantes de la sequence SEQ ID N''2, 
preferentlellement presentant une mutation li^e a un diabete ou a un 
hyperinsulinisme. 

23) Proteine, caracterisee en ce qu'elle est codee par un 
polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 3 ou 6. 

24) Fragment de la proteine selon la revendication 20 
repondant a I'une des sequences SEQ ID N°7. SEQ ID N'8, SEQ ID H'Q ou 
SEQ ID N'10. 

25) Puce a proteine comprenant au moins une proteine selon 
I'une quelconque des revendications 20 d 24. 
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c) des 6tapes de differenciation de cellules souches en cellules 
s6cr6trices d'insullne en r6ponse a differentes stimulations exogene. 

19) Prot6ine isol6e, caract6ris6e en ce qu'elle comprend ou 
r6pond & une prot6ine choisie parmi : 

a) la prot§ine de sequence SEQ ID ; 

b) une prot§ine comportant au moins 60 % d'identit6 apr^s 
alignement optimal avec ladite prot6ine ou au moins 65 % de similarite. de 
preference 80% d'identit6 ou au moins 90% de similarity, ou de mani^re 
encore plus prefer6e 90% d'identite ou au moins 95% de similarity avec la 
prot^ine de sequence SEQ ID H"! ] 

c) un fragment d'au moins 15 acides amin§s consecutifs d'une 
prot6ine d§finie en a) ou b). 

20) Prot6ine selon la revendicatlon 19. caract6risee en ce 
qu'elle r6pond a la sequence SEQ ID N"2 ou a une sequence poss§dant au 
moins 80 % d'identite avec SEQ ID H^Z apr6s alignement optimal. 

21) Prot6ines variantes de la sequence SEQ ID N''2. pr6f6ren- 
tiellement pr^sentant une mutation li§e ^ un diabete ou d un hyperinsulinisme. 

22) Proteine, caract^risee en ce qu'elle est cod6e par un poly- 
nucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 ^ 3 ou 6. 

23) Fragment de la proteine selon la revendicatlon 19 
r§pondant a I'une des sequences SEQ ID N'T, SEQ ID N°8. SEQ ID N-9 ou 
SEQ ID N-IO. 

24) Puce a protdine comprenant au moins une proteine selon 
I'une quelconque des revendications 19 a 23. 

25) Utilisation d'une proteine selon I'une quelconque des 
revendications 19 a 23 pour la preparation d'une puce d prot6ine. 

26) Utilisation d'une prot6ine selon I'une quelconque des 
^■evendications 19 & 23 ou d'une puce a prot6ine selon la revendicatlon 24 pour 
d6tecter la presence d'anticorps dirig6s centre la proteine dans le s§rum d'un 
individu. 

27) Utilisation d'une proteine selon I'une quelconque des 
revendications 19 S 23 pour des mesures par des m6thodes immunochimiques 
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26) Utilisation d'une proteine selon Tune quelconque des 
revendications 20 d 24 pour la preparation d'une puce a proteine. 

27) Utilisation d'une proteine selon Tune quelconque des 
revendications 20 S 24 ou d'une puce d proteine selon la revendication 25 pour 
detecter la presence d'antlcorps diriges centre la proteine dans le serum d'un 
indlvldu. 

28) Utilisation d'une proteine selon I'une quelconque des 
revendications 20 a 24 pour des mesures par des methodes immunochimiques 
et immunoenzymatiques, ou pour la recherche d'auto-anticorps diriges centre 
la proteine. 

29) Vecteur de clonage et/ou d'expression dans lequel est 
insere un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 3 et 6 ^ 
8. 

30) Cellule transformee dans laquelle au moins un 
polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 3.ou 6 ^ 8 ou au 
moins un vecteur selon la revendication 29 a ete introduit. 

31) Organismes transg^niques. dont tout ou partie des cellules 
contient un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1^3 ou:!- 
6 a 8 ou au moins un vecteur selon la revendication 29. sous une forme libre 
ou integree. 

32) Utilisation d'une cellule transformee selon la revendication 
30 ou d'un organisme transg6nlque selon ia revendication 31, pour la 
production d'une proteine decrite dans I'une quelconque des revendications 20 
^24. 

33) Methode de preparation d'une proteine selon I'une 
quelconque des revendications 20 d 24, se caract6risant en ce que I'on cultlve 
les cellules transfomiees selon la revendication 30, notamment les cellules de 
mammiferes, ou les organismes transg6niques selon la revendication 31, dans 
des conditions permettant I'expression de ladite proteine, et que I'on purlfie 
ladite proteine recombinante. 

34) Proteine, caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre 
obtenue par la methode de production selon ia revendication 33, 

35) Anticorps mono- ou polyclonal caracterlse en ce qu'il est 
capable de reconnaTtre speciflquement une proteine selon I'une quelconque 
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et Immunoenzymatiques. ou pour la recherche d'auto-anticorps diriges contre 
la prot6ine. 

28) Vecteur de clonage et/ou d'expression dans lequel est 
Ins6r6 un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 6 ou 
7. 

29) Cellule transfonn6e dans laquelle au moins un polynucleo- 
tidb selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 3. 6 ou 7 ou au moins un 
vecteur selon la revendlcatlon 28 a 6t§ introduit. 

30) Organismes transg6niques non-humains. dont tout ou 
partie des cellules contient un polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 1 ^ 3, 6 ou 7 ou au moins un vecteur selon la revendlcatlon 28. 
sous une forme libre ou int6gr6e. 

31) Utilisation d'une cellule transform§e selon la revendlcatlon 
29 ou d'un organisme transg6nlque non-humain selon la revendlcatlon 30, 

15 pour la production d'une prot§lne d§crite dans I'une quelconque des revendi- 
cations 19 ^ 23. 

32) Methode de preparation d'une prot§ine selon I'une 
quelconque des revendications 19 a 23. se caract6risant en ce que Ton cultlve 
les cellules transformees selon la revendlcatlon 29, notamment les cellules de 
mammiferes. ou les organismes transg6nlques non-humains selon la revendl- 
catlon 30. dans des conditions permettant I'expression de ladlte prot6ine. et 
que I'on purifie ladite proteine recombinante. 

33) Proteine. caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre 
obtenue par la methode de production selon la revendlcatlon 32. 

34) Anticorps mono- ou polyclonal caracterise en ce qu'il est 
capable de reconnaltre specifiquement une proteine selon I'une quelconque 
des revendications 19 ^ 23 ou 33. 

35) Anticorps selon la revendication 34. caracterise en ce qu'il 
reconnait specifiquement la proteine de sequence SEQ ID N'"2 ou une proteine 

30 varlante. 

36) Anticorps selon I'une quelconque des revendications 34 ou 
35, caracterise en ce qu'il reconnatt specifiquement les boucles extracellulaires 
de'la proteine selon I'lnvention con^espondant aux SEQ ID N''7, SEQ ID H" 8 et 
SEQ ID N° 10 (PEP1, PEP2 et PEP 4) et/ou une boucle intracellulaire de la 
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des revendications 20 a 24 ou 34. 

36) Anticorps selon la revendication 33, caracterise en ce qu'il 
reconnaTt specifiquement la proteine de sequence SEQ ID N°2 ou une proteine 
variante. 

37) Anticorps selon Tune quelconque des revendications 35 ou 
36, caracterise en ce qu'il reconnaTt specifiquement les boucles extracellulaires 
de la proteine selon I'lnvention correspondant aux SEQ ID N''7, SEQ ID N" 8 et 
SEQ ID NMO (PEP1. PEP2 et PEP 4) et/ou une boucle intracellulaire de la 
proteine selon I'lnvention correspondant a la SEQ ID N°9 (PEP3). 

38) Puce ^ proteine comprenant au moins un anticorps selon 
rune quelconque des revendications 35 ^ 37. 

39) Utilisation d'un anticorps selon Tune quelconque des 
revendications 35 a 37 pour la preparation d'une puce a proteine. 

40) Utilisation d'un anticorps selon Tune quelconque des 
revendications 35 S 37 ou d'une puce selon la revendication 38 pour la 
detection et/ou la purification d'une prot§ine selon I'une quelconque des 
revendications 20 ^ 24 ou 34, preferentiellemerit les boucles extracellulaires de 
la proteine selon I'lnvention con-espondant aux SEQ ID N°7, SEQ ID N* 8 et . 
SEQ ID N' 10 (PEP1. PEP2 et PEP 4) eVou une boucle intracellulaire de la ■ 
proteine selon I'lnvention con-espondant d la SEQ ID N*9 (PEP3). 

41) Precede de detection d'une proteine selon I'une 
quelconque des revendications 20 ii 24 ou 34 dans un §chantillon biologique, 
comprenant une premiere etape de mise en contact de I'echantillon biologique 
avec un anticorps selon I'une quelconque des revendications 35 ^ 37 et une 
deuxieme etape de mise en Evidence par tout moyen appropri§ du complexe 
antigene-anticorps forme. 

42) Trousse permettant de mettre en oeuvre le proc6d6 selon 
la revendication 41 comprenant : 

a) un anticorps monoclonal ou polyclonal selon I'une 
quelconque des revendications 35 § 37 ; 

b) les reactifs permettant la detection du complexe 
antigdne-anticorps prodult lors de la reaction immunologique. 

43) Utilisation d'un anticorps selon I'une quelconque des 
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prot§ine selon IMnvention correspondant k la SEQ ID N°9 (PEP3). 

37) Puce a proline cx>mprenant au molns un anticorps selon 
Tune quelconque des revendications 34 a 36. 

38) Utilisation d'un anticorps selon I'une quelconque des 
revendications 34 ^ 36 pour la preparation d'une puce a proteine. 

39) Utilisation d'un anticorps selon Tune quelconque des 
revendications 34 a 36 ou d'une puce selon la revendicatlon 37 pour la detec- 
tion et/ou la purification d'une proteine selon I'une quelconque des revendica- 
tions 19 ^ 23 ou 33. pref^rentiellement les boucles extracellulalres de la 
proteine selon I'Invention correspondant aux SEQ ID N"?. SEQ ID N" 8 et SEQ 
ID N° 10 (PEP1, PEP2 et PEP 4) et/ou une boucle intracellulalre de la prot§lne 
selon I'Invention correspondant d la SEQ ID N°9 (PEPS). 

40) Proc§d§ de d6tection d'une prot6ine selon I'une 
quelconque des revendications 19 a 23 ou 33 dans un 6chantlllon biologique. 
comprenant une premiere §tape de mise en contact de l'§chantillon biologique 
avec un anticorps selon I'une quelconque des revendications 34 a 37 et une 
deuxieme §tape de mise en Evidence par tout moyen appropri6 du complexe 
antigene-anticorps form§. 

41) Trousse permettant de mettre en oeuvre le proc6d6 selon 
la revendication 40 comprenant : 

a) un anticorps monoclonal ou polyclonal selon I'une 
quelconque des revendications 34 ^ 36 ; 

b) les reactlfs permettant la detection du complexe 
antlg§ne-anticorps produit lors de la reaction immunologique. 

42) Utilisation d'un anticorps selon I'une quelconque des 
revendications 35 a 37 pour la detection et/ou le tri des Tlots de Langerhans ou 
blen des cellules b§ta. 

43) Utilisation d'un anticorps selon I'une quelconque des 
revendications 34 a 36 pour suivre le processus de diff^renciation de cellules 
souches en cellules dtlot pancr§atique. pr§f6rentiellement en cellules beta. 

44) Methode de s§lectlon des cellules b§ta des tlots de 
Langerhans, comprenant une preml6re 6tape de mise en contact des cellules 
d'un echantillon biologique susceptible de contenir de tels Tlots et/ou cellules 
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revendications 35 a 37 pour la detection et/ou le tri des Tlots de Langerhans ou 
bien des cellules b§ta. 

Utilisation d'un anticorps selon i'une quelconque des 
revendications 35 ^ 37 pour suivre le processus de differenciation de cellules 
souches en cellules d'Tlot pancreatique, preferentiellement en cellules beta. 

44) Methode de selection des cellules beta des Tlots de 
Langerhans, comprenant une premiere etape de mise en contact des cellules 
d'un echantillon biologlque susceptible de contenir de tels ilots et/ou cellules 
avec une anticorps selon I'une quelconque des revendications 35 ^ 37, une 
deuxidme §tape de mise en evidence par tout moyen approprle des cellules 
marquees par I'anticorps et une troisieme etape d'isolement par tout moyen 
appropri§ des cellules marquees. 

45) Methode pour suivre le processus de differenciation de. 
cellules souches en cellules d'Tlot pancreatique ou en cellules b§ta. 
comprenant une etape de mise en contact des cellules d'un echantillon 
blologique susceptible de contenir lesdites cellules souches en cours de 
differenciation avec un anticorps selon I'une quelconque des revendications 35 ■ 
S 37, une deuxi^me etape de mise en Evidence par tout moyen approprie des . 
cellules marquees par I'anticorps et une troisieme etape de visualisation par^ 
tout moyen approprie des cellules marqu6es. 

46) Methode selon la revendlcation 46 comprenant en outre 
une etape supplementaire d'isolement par tout moyen appropri§ des cellules 
marques. 

47) Methode de criblage d'un compose chimique ou 
biochimlque pouvant interagir in vitro ou in vivo directement ou indirectement 
avec le polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 ou 6, 
caract6risee en ce que dans une premiere etape on met en contact un 
compose chimique ou biochimlque candidat et un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 3 ou 6 ou une cellule selon la revendication 
30 ou une puce a ADN selon la revendication 17. et que dans une deuxieme 
6tape on d6tecte le complexe forme entre le compos6 chimique ou biochimlque 
candidat et le polynucleotide ou la cellule ou I'organisme transgenique ou la 
puce d ADN. 

48) M6thode de criblage d'un compose chimique ou 
biochimlque pouvant moduler in vitro ou in vivo directement ou Indirectement 
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avec un antlcorps selon I'une quelconque des revendications 34 a 36, une 
deuxi§me 6tape de mise en evidence par tout moyen appropri6 des cellules 
marqu6es par i'anticorps et une troisieme 6tape d'isolement par tout moyen 
appropri6 des cellules marquees. 

45) Methods pour suivre le processus de differenciation de 
cellules souches en celluJes d'Tlot pancr§atique ou en cellules beta, compre- 
nant une etape de mise en contact des cellules d'un echantillon biologique 
susceptible de contenir lesdites cellules souches en cours de differenciation 
avec un anticorps selon I'une quelconque des revendications 34 a 36, une 
deuxieme §tape de mise en evidence par tout moyen approprie des cellules 
marquees par I'anticorps et une troisieme 6tape de visualisation par tout 
moyen approprie des cellules marquees. 

46) Methode selon la revendication 45 comprenant en outre 
une 6tape supplementaire d'isolement par tout moyen appropri6 des cellules 
marqu.^es. 

47) M6thode de criblage d'un compost chimique ou 
biochimique pouvant interagir in vitro ou in vivo directement ou indirectement 
avec le polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 ou 6, 
caract6ris§e en ce que dans une premiere etape on met en contact un 
compose chimique ou biochimique candidat et un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 3 ou 6 ou une cellule selon la revendication 
30 ou une puce a ADN selon la revendication 16. et que dans une deuxidme 
etape on detecte le complexe forme entre le compose chimique ou 
biochimique candidat et le polynucleotide ou la cellule ou la puce S ADN. 

48) Methode de criblage d'un compose chimique ou 
biochimique pouvant moduler in vitro ou in vivo directement ou indirectement 
I'expression du polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 
ou 6, caracterisee en ce que dans une premiere etape on met en contact un 
compose chimique ou biochimique candidat et un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 3 ou 6 ou une cellule selon la revendication 
29 ou une puce a ADN selon la revendication 16, et que dans une deuxieme 
etape on mesure par tout moyen approprie I'expression du polynucleotide 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 3 ou 6. 

49) Methode de criblage d'un compose chimique ou 
i biochimique pouvant interagir in vitro ou in vivo directement ou indirectement 
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I'expresslon du polynucleotide selon Tune quelconque des revendlcatlons 1 a 3 
ou 6, caracterisee en ce que dans une premiere etape on met en contact un 
compose chlmlque ou biochlmique candldat et un polynucleotide selon Tune 
quelconque des revendlcatlons 1 a 3 ou 6 ou une cellule selon la revendlcation 
30 ou une puce a ADN selon la revendlcation 17, et que dans une deuxidme 
6tape on mesure par tout moyen approprie I'expression du polynucleotide 
selon I'une quelconque des revendlcatlons 1 a 3 ou 6. 

49) M§thode de criblage d'un compose chlmique ou 
biochlmique pouvant interagir in vitro ou in vivo directement ou Indirectement 
avec la proteine selon I'une quelconque des revendications 20 a 24 ou 34, 
caracterisee en ce que dans une premfere 6tape on met en contact un 
compose chlmique ou blochimique candldat et une proteine selon Tune 
quelconque des revendications 20 d 24 ou 34 ou une cellule selon la 
revendlcation 30 ou une puce d proteine selon la revendlcation 25 et que dans ' 
une deuxieme etape on d^tecte le complexe forme entre le compos6 chlmique ' 
ou biochlmique candidat et la proteine ou la cellule ou I'organisme 
transgenique ou la puce a proteine. 

50) M6thode de criblage d'un compose chimlque ou 
blochimique pouvant moduler in vitro ou in vivo directement ou indirectement- 1 
I'expression et/ou Tactivite de la proteine selon I'une quelconque des,; 
revendications 20 a 24 ou 34. caracterisee en ce que dans une premiere etape 
on met en contact un compose chimlque ou biochimique candldat et une 
proteine selon I'une quelconque des revendications 20 a 24 ou 34 ou une 
cellule selon la revendication 30 ou une puce a proteine selon la revendlcation 
25 et que dans une deuxieme etape on mesure par tout moyen approprie 
I'expression et/ou I'activite de ladite proteine. 

51) Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 
1 a 3 ou 6 a 8 ou proteine selon I'une quelconque des revendications 20 a 24 
ou 34 ou anticorps selon I'une quelconque des revendications 35 a 37 ou 
vecteurs selon la revendication 29 ou cellules transformees selon la 
revendication 30, utilises comme medicaments. 

52) Utilisation du polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 ^ 3 ou 6 a 8, de la proteine selon I'une quelconque des 
revendications 20 a 24 ou 34, de I'anticorps selon I'une quelconque des 
revendications 35 a 37, de vecteurs selon la revendication 29 ou de cellules 
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avec la proteine selon Tune quelconque des revendicatlons 19 a 23 ou 33. 
caracterisee en ce que dans une premiere etape on met en contact un 
compos6 chimique ou biochimique candidal et une proteine selon i'une 
quelconque des revendlcations 19 a 23 ou 33 ou une cellule selon la 
revendication 29 ou une puce a proteine selon la revendication 24 et que dans 
'une deuxieme 6tape on d§tecte le complexe forme entre le compos§ chimique 
ou biochimique candidal et la prot6ine ou la cellule ou la puce a prot§ine. 

50) M6thode de criblage d'un compos6 chimique ou 
biochimique pouvant moduler in vitro ou in vivo directement ou indirectement 
I'expression et/ou I'activit^ de la proteine selon I'une quelconque des revendi- 
catlons 19 a 23 ou 33. caracterisee en ce que dans une premiere etape on met 
en contact un compose chimique ou biochimique candidal et une prot6lne 
selon rune quelconque des revendlcations 19 a 23 ou 33 ou une cellule selon 
la revendication 29 ou une puce a prot6ine selon la revendication 24 et que 
dans une deuxieme etape on mesure par tout moyen approprie I'expression 
et/ou l'activit§ de ladite prot6ine. 

51) Polynucleotide selon I'une quelconque des revendicatlons 
1 ^ 3 ou 6 a 8 ou proteine selon I'une quelconque des revendlcations 19 a 23 
ou 33 ou anticorps selon I'une quelconque des revendicatlons 34 S 36 ou 
vecteurs selon la revendication 28 ou cellules transform^es selon la revendica- 
tion 29, utilises comme medicaments. 

52) Utilisation du polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendlcations 1 a 3 ou 6 a 8. de la proteine selon I'une quelconque des 
revendlcations 19 a 23 ou 33. de Tantlcorps selon I'une quelconque des 
revendlcations 34 a 36, de vecteurs selon la revendication 28 ou de cellules 
transfomiees selon la revendication 29, dans la preparation d'un medicament 
destine & la prevention et/ou au traitement du diabete, particull6rement celul 
associe k la presence d'au molns une mutation du gene conrespondant e SEQ 
ID N°1. et/ou e une expression anormale de la proteine conrespondant e SEQ 
ID N'2, ou destine d la prevention et/ou au traitement des hyperinsulinismes 
lorsque I'on observe une expression, une maturation ou une secretion 
anormale du gene de I'insuline ou destine a reguler la maturation et/ou la 
secretion de I'insuline dans les cellules beta ou dans des cellules modifiees en 
vue d'une secretion d'insuline. ou destine a reguler les phenom6nes d'apop- 

> lose des cellules beta. 
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transform§es selon fa revendication 30. dans la preparation d'un medicament 
destine a la prevention et/ou au traitement du diab^te. particuii^rement celui 
associe a la presence d'au moins une mutation du g§ne correspondant a SEQ 
ID N'l, et/ou a une expression anormale de la proteine correspondant ^ SEQ 
ID N^2, ou destine a la prevention et/ou au traitement des hyperinsulinismes 
lorsque Ton observe une expression, une maturation ou une secretion 
anormale du gene de Tinsuline ou destine a reguler la maturation et/ou la 
secretion de I'insuline dans les cellules b§ta ou dans des cellules modiflees en 
vue d'une secretion d'insuline, ou destine a reguler les ph6nomenes 
d'apoptose des cellules beta. 

53) Utilisation d'un polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3 ou 6 ou d'une proteine selon I'une quelconque des 
revendications 20 a 24 ou 34 ou anticorps selon I'une quelconque des 
revendications 35 a 37. pour determiner une variability allelique, une mutation, .. 
une deletion, une perte d'heterozygotie ou toute anomalie du gene codant pour ^ 
ledit polynucleotide. 
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- "53) Utilisation d'un "polynucl^oticre selori Tune quelconque-des 
revendications 1 ^ 3 ou 6 ou d'une prot6ine selon I'une quelconque des 
revendications 19 a 23 ou 33 ou un anticorps selon I'une quelconque des 
revendications 34 a 36. pour determiner une variabilis all6lique. une mutation, 
une deletion, une perte d'h6terozygotie ou toute anomalie du gene codant pour 
ledit polynucleotide. 
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" — ' - . SEQUENCE LISTING 

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 
UNIVERSITE JOSEPH FOURIER 

<120> Polynucleotide sp6cifique de la cellule pancreatique b§ta des ilots 
de Langerhans 

<130> CGA263S85 

<160> 10 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 1110 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 



atggagtttc 


ttgaaagaac 


gtatcttgtg 


aatgataaag 


ctgccaagat 


gcatgctttc 


60 


acactagaaa 


gtgtggaact 


ccaacagaaa 


ccggtgaata 


aagatcagtg 


tcccagagag 


120 


agaccagagg 


agctggagtc 


aggaggcatg 


taccactgcc 


acagtggctc 


caagcccaca 


180 


gaaaaggggg 


cgaatgagta 


cgcctatgcc 


aagtggaaac 


tctgttctgc 


ttcagcaata 


240 


tgcttcattt 


tcatgattgc 


agaggtcgtg ggtgggcaca 


ttgctgggag 


tcttgctgtt 


300 


gtcacagatg 


ctgcccacct 


cttaattgac 


ctgaccagtt 


tcctgctcag 


tctcttctcc 


360 


ctgtggctgt 


catcgaagcc 


tccctctaag 


cggctgacat 


ttggatggca 


ccgagcagag 


420 


atccttggtg 


ccctgctctc 


catcctgtgc 


atctgggtgg 


tgactggcgt 


gctagtgtac 


480 


ctggcatgtg 


agcgcctgct 


gtatcctgat 


taccagatcc 


aggcgactgt 


gatgatcatc 


540 


gtttccagct 


gcgcagtggc 


ggccaacatt 


gtactaactg 


tggttttgca 


ccagagatgc 


600 


cttggccaca 


atcacaagga 


agtacaagcc 


aatgccagcg 


tcagagctgc 


ttttgtgcat 


660 



2 

gcccttggag atctatttca gagtatcagt gtgctaatta gtgcacttat tatctacttt .720 

aagccagagt ataaaatagc cgacccaatc tgcacattca tcttttccat cctggtcttg 780 

gccagcacca tcactatctt aaaggacttc tccatcttac tcatggaagg tgtgccaaag 840 

agcctgaatt acagtggtgt gaaagagctt attttagcag tcgacggggt gctgtctgtg 900 

cacagcctgc acatctggtc tctaacaatg aatcaagtaa ttctctcagc tcatgttgct 960 

acagcagcca gccgggacag ccaagtggtt cggagagaaa ttgctaaagc ccttagcaaa 1020 

agctttacga tgcactcact caccattcag atggaatctc cagttgacca ggaccccgac 1080 

tgccttttct gtgaagaccc ctgtgactag 1110 

<210> 2 

<211> 369 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Glu Phe Leu Glu Arg Thr Tyr Leu Val Asn Asp Lys Ala Ala Lys 
15 10 15 

Met His Ala Phe Thr Leu Glu Ser Val Glu Leu Gin Gin Lys Pro Val 
20 25 30 

Asn Lys Asp Gin Cys Pro Arg Glu Arg Pro Glu Glu Leu Glu Ser Gly 
35 40 45 

Gly Met Tyr His Cys His Ser Gly Ser Lys Pro Thr Glu Lys Gly Ala 
50 55 60 

Asn Glu Tyr Ala Tyr Ala Lys Trp Lys Leu Cys Ser Ala Ser Ala He 
^5 70 75 80 

Cys Phe He Phe Met He Ala Glu Val Val Gly Gly His He Ala Gly 
85 90 95 



Ser Leu Ala Val Val Thr Asp Ala Ala His Leu Leu He Asp Leu Thr 
100 105 110 



1er depot 



Ser *Phe Leu Leu Ser Leu Phe Ser Leu Trp. Leu Ser Ser Lys Pro Pro 
115 120 125" 



Ser Lys Arg Leu Thr Phe Gly Trp His Arg Ala Glu lie Leu Gly Ala 
130 135 140 



Leu Leu Ser lie Leu Cys lie Trp Val Val Thr Gly Vai Leu Vai Tyr 
145 150 155 160 



Leu Ala Cys Glu Arg Leu Leu Tyr Pro Asp Tyr Gin lie Gin Ala Thr 
165 170 175 



Val Met He He Val Ser Ser Cys Ala Val Ala Ala Asn He Vai Leu 
180 185 190 



Thr Val Val Leu His Gin Arg Cys Leu Gly His Asn His Lys Glu Val 
195 200 205 



Gin Ala Asn Ala Ser Val Arg Ala Ala Phe Val His Ala Leu Gly Asp 
210 215 220 



Leu Phe Gin Ser He Ser Val Leu He Ser Ala Leu He He Tyr Phe 
225 230 235 240 



Lys Pro Glu Tyr Lys He Ala Asp Pro He Cys Thr Phe He Phe Ser 
245 250 255 



He Leu Val Leu Ala Ser Thr He Thr He Leu Lys Asp Phe Ser He 
260 265 270 



Leu Leu Met Glu Gly Val Pro Lys Ser Leu Asn Tyr Ser Gly Val Lys 
275 280 285 



Glu Leu He Leu Ala Val Asp Gly Val Leu Ser Val His Ser Leu His 
290 295 * 300 



He Trp Ser Leu Thr Met Asn Gin Val He Leu Ser Ala His Val Ala 
305 310 315 320 



Thr Ala Ala Ser Arg Asp Ser Gin Val Val Arg Arg Glu He Ala Lys 
325 330 335 



Ala Leu Ser Lys Ser Phe Thr Met His Ser Leu Thr He Gin Met Glu 
340 345 • . 350 
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Ser Pro Val Asp Gin Asp Pro Asp Cys Leu Phe Cys Glu Asp Pro Cys 
355 360 365 

Asp 

<210> 3 ' 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 
<400> 3 

gatgctgccc acctcttaat tgac 

<210> 4 

<2il> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 4 

tcatcttttc catcctggtc ttgg 

<210> 5 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 
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"<223> Amorce ■ — ... 

<400> 5 

actctagaat ggagtttctt gaaagaacgt a 

<210> 6 

<2ll> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce 

<400> 6 

aatctagagt cacaggggtc ttcacaga 

<210> 7 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

His lie Ala Gly Ser Leu Ala Val Val Thr Asp Ala Ala His Leu Leu 
15 10 15 

<210> 8 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Cys Glu Arg Leu Leu Tyr Pro Asp Tyr Gin He Gin Ala Thr Val 
15 10 15 



<210> 9 
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<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

Cys Leu Gly His Asn His Lys Glu Val Gin Ala Asn Ala Ser Val Arg 
15 10 15 

<210> 10 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

Tyr Phe Lys Pro Glu Tyr Lys He Ala Asp Pro He Cys 
1 5 10 
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